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Abkürzungen
A.C.S. Reagenz Chemikalie, die die Spezifikationen der American Chemical Society
erfüllt
AAS                           Atomabsorptionsspektroskopie
AO Acridin-Orange
BS Beadsuspension
DEAE-Gruppe           Diethylaminoethyl-Gruppe
DM Dispersionsmedium
EB Ethidium-Bromid
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EG Emulgator(en)
G Guluronsäure
HF                              Hochfrequentes magnetisches Wechselfeld
HLB Hydrophilic-Lipophilic-Balance
Konz. Konzentration
KR Kongorotlösung
M Mannuronsäure
MFH „Magnetic fluid hyperthermia“
(Hyperthermie basierend auf magnetischen Flüssigkeiten)
n.b. nicht bestimmt
n.m. nicht meßbar, d.h. unterhalb des apparativ möglichen Meßbereiches
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung
PE Polyethylen
PEI Polyethylenimin
PKS                            Photonenkorrelationsspektroskopie
PVA Polyvinylalkohol
Reag. Ph. Eur. Europäische Pharmacopöe
SAR                     Spezifische Absorptionsrate (massenbezogene pro Zeiteinheit erzeugte
Wärmemenge eines sich induktiv aufheizenden Materials)
SDP Single Domain Particles (eindomänige Partikel)
SFM                           Rasterkraftmikroskopie (Scanning force microscopy)
VB Versuchsbedingungen
Vergr. Vergrößerung
11 Einleitung und Aufgabenstellung
Unter einem Bead („microcapsule“, „microsphere“, „microparticle“) versteht man eine Kugel,
die z.B. aus einem Polymer oder einer Mischung verschiedener Polymere (z.B. Albumin [1],
PVA [2], Chitosan [3]) bestehen kann und je nach Herstellung, Zusammensetzung und
Einsatzgebiet eine Größe im nm- bis mm- Bereich besitzt. Die Gebiete, in denen Beads
eingesetzt werden, sind äußerst vielfältig. Die Beads können zur Einkapselung
verschiedenster Materialien, z.B. Pflanzenzellen [4], Säugerzellen [5], Hefezellen [6],
Bakterien [7], Therapeutika [8], sowie u.a. zur Herstellung künstlichen Kaviars [9] verwendet
werden. Magnetisches Material enthaltende Beads können bei geeigneter Modifizierung u.a.
zu Separationszwecken eingesetzt werden [10-12].
Im Rahmen dieser Arbeit wird zur Beadherstellung das durch einen ionogenen Crosslinker
vernetzbare Matrixmaterial Alginat verwendet. Alginate sind Copolymere, bestehend aus den
zwei 1,4-verknüpften Monomeren ß-D-Mannuronat- und α-L-Guluronat. Die beiden
Monomere sind im Polymer nicht statistisch, sondern blockweise angeordnet. Neben rein
homopolymeren Blöcken (M- oder G-Blöcke) treten im Polymer auch Blöcke auf, die beide
Monomere abwechselnd enthalten (MG-Blöcke) [13, 14].
Zur Beadherstellung bringt man Natriumalginatlösung in Kontakt mit einem ionogenen
Crosslinker. Als Vernetzer kommen prinzipiell zweiwertige Kationen wie Ca2+, Sr2+, Ba2+,
Pb2+, Cu2+, Cd2+, Co2+, Ni2+, Zn2+ und Mn2+ in Frage. Bevorzugt wird das nicht toxische Ca2+.
Einwertige Kationen und Mg2+-Ionen sind als Vernetzer ungeeignet. Das rein ionogene
Vernetzen und das damit verbundene Gelieren der Alginatlösung wird durch den Austausch
der Na+-Ionen hauptsächlich der Guluronatmonomere im Polymer durch z.B. Ca2+ bewirkt.
Die dadurch hervorgerufene besondere räumliche Anordnung der Guluronsäuresequenzen um
die zweiwertigen Ca2+-Ionen, in der Literatur unter dem Begriff „egg-box“ Model (Abbildung
1) bekannt, ist für den Aufbau eines resultierenden Gel-Netzwerkes verantwortlich, welches
dem sich bildenden Bead die Festigkeit verleiht.
Ein Nachteil bei der Verwendung von Calciumalginat als Matrixmaterial liegt u.a. in seiner
Instabilität gegenüber Ca2+-Ionen chelatisierenden Medien, wie z.B. EDTA, Citrat oder PBS.
Auch wirken sich z.B. hohe Na+ oder Mg2+-Konzentrationen destabilisierend aus. Von
Alginaten ist bekannt, daß sie mit Polykationen wie z.B. Chitosan [15, 16], Polylysin [5, 17]
und Polyethylenimin [18-20] stabile Komplexe eingehen können. Diese Komplexe sind im
allgemeinen auch in Gegenwart eines Ca2+ chelatisierenden Agens relativ stabil.
2Abb. 1: Schematische Darstellung der sogenannten „egg-box“-Anordnung der Poly-L-Guluronat-
Sequenzen des Alginatpolymeren um das Ca2+-Ion. Der obere Teil zeigt den durch die Ca2+-
Komplexierung ausgelösten Übergang von einem statistischen Knäuel in eine geordnetere Struktur.
Der untere Abschnitt verdeutlicht die Stereochemie. Die an der Komplexierung beteiligten
Sauerstoffatome aus den Hydroxyl- und Carboxylgruppen sind als schwarze Kreise dargestellt [13].
Verfahren zur Herstellung von Calciumalginatbeads sind vielfach in der Literatur beschrieben
worden. Bei dem als „Eintropfmethode“ bekannten Verfahren wird eine Lösung aus
Natriumalginat über eine Kanüle in eine Lösung eines Vernetzers, getropft [4-9]. Die
Verwendung von Alginatbeads zur Einkapselung von Magnetit und deren Einsatz in der
Chromatographie ist von Graves und Burns [21-23] beschrieben worden. Pope et al. [24]
verwendeten über ein Eintropfverfahren hergestellte und später modifizierte magnetithaltige
Alginatbeads zur Separation von CD34+ (KG1a)-Zellen. Ein Auszug der sich mit
magnetithaltigen Alginatbeads beschäftigenden Patentliteratur findet sich unter [25-27].
Das Eintropfverfahren hat mehrere Nachteile. Eine Reduktion der Beadgröße, welche z.B. bei
Fermentationsprozessen oder für das sogenannte „drug delivery“ geeignet gewählt werden
muß, ist, bedingt durch die jeweiligen Dimensionen der verwendeten Kanüle, nur begrenzt
möglich. Beads kleiner als ca. 0,5 mm sind so nur schwer herstellbar. Eine weitere
3Reduzierung der Beadgröße kann durch den mehr oder weniger aufwendigen Einsatz
technischer Hilfsmittel [28-30] erfolgen. Letztere Techniken sind teilweise durch ihre
Komplexität und geringe Produktivität für ein industrielles „scale-up“ nur bedingt geeignet.
Neben Eintropfverfahren lassen sich Alginatbeads auch über Emulsionsverfahren herstellen.
Hier erfolgt die Beadbildung, indem der in der organischen bzw. lipophilen Phase (welche mit
der Alginatlösung nicht mischbar ist) emulgierten Alginatlösung die Lösung eines ionischen
Vernetzers (z.B. eine Ca2+-Lösung) zugesetzt wird.
Die im nachfolgenden tabellarisch zitierte Literatur gibt einen Überblick über die bisher zur
Herstellung von Alginatbeads bekannten Emulsionsverfahren.
Tabelle 1: Überblick über Emulsionsverfahren zur Herstellung von Calciumalginatbeads.
Literatur Dispersionsmedium Emulgatoren Bemerkungen
[31] Isooctan Sorbitan-trioleat
(Span® 85),
Polyoxyethylen-
sorbitan trioleat
(Tween® 85)
15-40 µm
[32-36] Isooctan Die Auswirkungen zahlreicher Verfahrensparameter (z.B.
Emulgatorkonzentration und –kombination) auf die
physikalischen Charakteristika der Beads und das
Freisetzungsverhalten eines inkorporierten
Therapeutikums werden untersucht.
[37] Angelehnt an [32] Beads werden als Antigen-
Lieferant eingesetzt. Mittlerer
Beaddurchmesser: 8 µm.
[38] n-Octanol Kastoröle,
Sorbitan-trioleat
(Span® 80)
Beads sind Träger für ein
Polysaccharid-Antigen in
Kombination mit einer Cholera-
Toxin-B-Untereinheit. Mittlerer
Beaddurchmesser kleiner 5 µm;
[39-40] 1,2-Dichlorethan Cellulose-acetat-
butyrat
Einsatz einer aus Alginsäure
hergestellten hochkonzentrierten
Alginatlösung
4Tabelle 1: Überblick über Emulsionsverfahren zur Herstellung von Calciumalginatbeads (Fortsetzung)
Literatur Bemerkungen
[41-44] Der in der Ölphase dispergierten Alginatlösung ist ein im eingestellten pH-
Bereich von 7,5-8 wenig lösliches Calciumsalz, z.B. Calciumcitrat, zugesetzt.
Durch Zugabe einer in der Ölphase löslichen Säure zur Emulsion wird die
Freisetzung der Ca2+-Ionen in den dispergierten Alginattropfen induziert.
[45] Zwei wäßrige Mischungen, die eine bestehend aus Alginat und
Natriumpolyphosphat, die andere bestehend aus Calciumsulfat und Glycerol,
werden vereinigt und sofort in einer Ölphase emulgiert. Die Geschwindigkeit der
Gelbildung wird durch die Nutzung von Natriumpolyphosphat als
komplexierendes Agens für Ca2+ sowie durch den Einsatz von Calciumsulfat als
relativ schwerlöslicher Ca2+-Lieferant gesteuert.
[46] Analog [45]; Inkorporierung von DNA und Carbonyl-Eisen-Pulver in Beads mit
einem mittleren Durchmesser von 20-500 µm. Eine mit Glutaraldehyd vernetzte
Chitosanschutzhülle umgibt die Beads.
[47-52] Patentliteratur
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines Dispersionsverfahrens zur schnellen
und einfachen Herstellung magnetithaltiger Alginatbeads. Diese sollten, da eine spätere
Verwendung bei verschiedensten Separationsproblemen angestrebt wird, eine Größe im
Bereich zwischen 1µm bis 10 µm besitzen.
Der zweite Teil der Arbeit beschreibt Untersuchungen zum ferromagnetisch induzierten
Aufheizen von magnetischen Flüssigkeiten. Ferrofluide (magnetische Flüssigkeiten) sind
stabile kolloidale Suspensionen ferro- bzw. ferrimagnetischer Teilchen [53, 54]. Der
Teilchendurchmesser liegt unter 100 nm, d.h. es liegen Eindomänenteilchen (SDP) vor. Die
SDP in Ferrofluiden zeigen keine Sedimentationsneigung mehr. Hierfür sind molekulare oder
ionische Hüllen, die die Abstoßung der Teilchen voneinander bewirken, verantwortlich. In der
Medizin werden Ferrofluide u.a. in der Onkologie für das sogenannte „active drug targeting“
eingesetzt [55, 56]. Eindomänige Ferrofluide sind superparamagnetisch und zeigen bei
Ummagnetisierungsprozessen kein Hystereseverhalten [57]. Werden sie in ein alternierendes
Magnetfeld gebracht, so stellt man eine Erwärmung fest. Diese ist zum einen durch eine
„Rotation“ der individuellen magnetischen Momente (Néel-Mechanismus), zum anderen
durch eine mechanische Rotation des gesamten Partikels (Brown-Mechansimus) zu erklären
5[58, 59]. Der durch den Brown- und Néel-Mechanismus erzeugte Aufheizeffekt ist u.a.
abhängig vom Partikelvolumen. Während der durch den Brown Mechanismus erzeugte
Aufheizeffekt von der Viskosität des Mediums abhängt, ist der durch den Néel-Effekt
erzeugte Aufheizeffekt abhängig von der Kristallanisotropiekonstante. Aufgrund dieses
Aufheizeffektes werden Ferrofluide in der Hyperthermie (Erhöhung der (Körper-) Temperatur
über den physiologischen Wert von 37 °C [53, 60]) verwendet. In dieser Arbeit sollten die
von Bergemann [61] hergestellten Ferrofluide im Hinblick auf ihren potentiellen Einsatz in
der Hyperthermie charakterisiert werden.
62 Experimenteller Teil
Der experimentelle Teil der Arbeit ist zweigeteilt. Unterkapitel 2.1 beschäftigt sich mit
Herstellung, Modifizierung und Stabilisierung der Alginatbeads sowie deren Verwendung zu
Separationszwecken. Unterkapitel 2.2 beschreibt die mit Ferrofluiden durchgeführten Studien
an Lymphocyten und HeLa-Zellen.
2.1 Alginatbeads
2.1.1 Präparation
2.1.1.1 Ausgangssubstanzen
Tabelle 2 stellt die im Rahmen der Entwicklung, Stabilisierung, Verwendung und
Charakterisierung der Alginatbeads benötigten Reagentien zusammen.
Tabelle 2: Verwendete Ausgangssubstanzen
Chemikalien Hersteller
Aceton/Chloroform/Hexan/Isohexadekan/
Methanol/Toluol; p.a.
diverse
Calciumchlorid, rein Riedel-de-Häen, Seelze
Chitosan (practical grade) Aldrich, Steinheim
Emulgatoren siehe Anhang
Emulgiermedien siehe Anhang
Essigsäure, 99,7 % ig, A.C.S. Reagenz Aldrich, Steinheim
Ferrofluide Bergemann [61], siehe Anhang 6.4
Kongorot, Reag. Ph. Eur. Merck, Darmstadt
La(NO3)3, 99,99% Alfa, Karlsruhe
NaOH-Pellets, p.a. Merck, Darmstadt
Natriumalginat, unbekanntes
M/G-Verhältnis sowie MG
Aldrich, Steinheim
Natriumperjodat Aldrich, Steinheim
p-Hydroxybenzoesäuremethylester Aldrich, Steinheim
PEI ICN, Eschwegen, MG: 50.000-100.000
Salpetersäure, 65 % ig, p.a. Merck, Darmstadt
Salzsäure, 37 % ig, p.a. Merck, Darmstadt
Titriplex ® III-Lösung, C(Na2-EDTA)=0,1 mol/l Merck, Darmstadt
2.1.1.2 Präparationsverfahren
Vorschrift 1 beschreibt das generelle Verfahren zur Herstellung der Calciumalginatbeads. Die
Vorschriften 2 und 3 beziehen sich auf die Herstellung magnetithaltiger bzw. oxidierter
(magnetithaltiger) Calciumalginatbeads. Bei den drei Verfahren werden folgende Lösungen
verwendet:
7• Natriumalginatlösung
1,5 g (1,5 % ige Lösung) Natriumalginat werden unter Rühren zusammen mit 10 mg (0,07
mmol) p-Hydroxybenzoesäuremethylester als Konservierungsmittel [62] in 100 ml dest.
Wasser gelöst. Die Lösung wird zur Homogenisierung mindestens eine Stunde gerührt.
Die so hergestellte Alginatlösung wird maximal eine Woche verwendet bzw. bei ersten
Anzeichen einer bakteriellen Kontamination verworfen. Entsprechend wird eine 3 % ige
Natriumalginatlösung hergestellt.
• Natriumperiodatlösung
0,4228 g NaIO4 (1,98 mmol) werden in 20 ml destilliertem Wasser gelöst. Die 0,1 M
Lösung wird lichtgeschützt aufbewahrt.
• Calciumchloridlösungen
1,19 g (Lösung I, ca. 0,1 M) bzw. 11,96 g CaCl2ÞxH2O (Lösung II, ca. 1 M) werden in
100 ml dest. Wasser gelöst.
Vorschrift 1: Darstellung von Calciumalginatbeads
In einem 20 ml Becherglas werden 15 ml des jeweiligen Dispersionsmediums (siehe Anhang
6.3) zusammen mit dem (den) Emulgator(en) (siehe Anhang 6.4) vorgelegt. Falls nötig, wird
das Dispersionsmedium zum Lösen von festen Emulgatoren im Wasserbad erwärmt. Es wird
5 Minuten bei 450 U/min gerührt (einblättriger Glasflügelrührer). Dann werden 0,3 ml einer
1,5 % igen Natriumalginatlösung unter Rühren mittels einer Eppendorfpipette oder einer
Einwegspritze mit aufgesetzter Einwegkanüle (0,6x30 mm) zugetropft. Die resultierende
Dispersion wird 5 Minuten gerührt. Es werden nun 1 ml CaCl2-Lösung I zugetropft (s.o.).
Nach weiteren 15 Minuten rühren wird die Dispersion in 10 ml Zentrifugenröhrchen überführt
und 10 Minuten bei 4000 g zentrifugiert. Der Überstand wird abdekantiert. Der Rückstand mit
den darin enthaltenen Calciumalginatbeads wird zunächst in einer Mischung aus 3 ml
Methanol und 3 ml Aceton (je Zentrifugenröhrchen) resuspendiert und durch Zentrifugieren
erneut abgeschieden. Dieser Waschvorgang wird noch dreimal wiederholt. Zur Entfernung
letzter Reste anhaftenden Öls werden die Beads noch ca. 13 mal mit je 6 ml Hexan (je
Zentrifugenröhrchen) gewaschen. (Für eine mikroskopische Beurteilung der erhaltenen Beads
reicht ein zweimaliges Waschen mit Hexan). Der so erhaltene weiße Feststoff wird an der
Luft getrocknet und kann als Suspension in wenigen Millilitern dest. Wassers mikroskopisch
untersucht werden.
8Modifizierungen des Verfahrens
Zur Verbesserung der Beadmorphologie im Hinblick auf eine sphärischere Form und eine
Größe im Bereich zwischen 1 µm und 10 µm wird der Einfluß nachfolgender Parameter
getestet.
1) „Art der CaCl2-Zugabe“:
• Zugabe der CaCl2-Lösung I erfolgte über einen Zerstäuber.
• Die Dosierung der CaCl2-Lösung I erfolgt durch schnellst mögliches Einspritzen,
wobei nach beendeter Zugabe noch genau 40 Sekunden gerührt wird.
• Die Dosierung der CaCl2-Lösung I erfolgt innerhalb mehrerer Minuten.
2) Rührzeit:
• Die Rührzeit nach Zugabe der Alginatlösung (Dispersionszeit) wird auf 30
Minuten und die Rührzeit nach Zugabe der CaCl2-Lösung I auf 45 Minuten erhöht.
3) Variation der Konzentrationen:
• Einsatz der CaCl2-Lösung II
• Einsatz einer 3 % igen Natriumalginatlösung
4) Aufarbeitung der Beads:
• Der durch 10 minütiges Zentrifugieren der Dispersion erhaltene Rückstand wird 4x
mit einer Mischung aus 4 ml Chloroform
 
und 2 ml Methanol und anschließend
zweimal mit je 6 ml Hexan gewaschen.
5) Rührgeschwindigkeit:
• Bei Verwendung von Pflanzenöl als Dispersionsmedium wird mit maximal 800
U/min, bei Einsatz von Silikonöl AK 350 mit maximal 1400 U/min gerührt.
6) „Art der Fällung“:
• An Stelle von 1 ml CaCl2-Lösung I werden 3 ml Aceton, 3 ml CHCl3 oder 1 ml
3 M HCl zugegeben.
7) „Vertauschte Reihenfolge“:
• Die Reihenfolge der Zugabe der Natriumalginatlösung und der CaCl2-Lösung I
werden vertauscht. Beide Lösungen werden über eine Spritze mit Einwegkanüle
(0,4x20 mm) zugetropft. Nach vollständiger Zugabe der jeweiligen Lösung wird
jeweils 15 Minuten gerührt.
8) Temperatur:
• Die Beadherstellung wird bei Pflanzenöl als Dispersionsmittel bei 0 °C und 90 °C,
und bei Silikonöl bei 0 °C und 70-80 °C durchgeführt.
99) „Blend-Mischungen“:
• An Stelle eines einzigen Dispersionsmediums werden folgende Mischungen (1:1)
eingesetzt: Hexan/Silikonöl AK 350
Paraffinöl/Silikonöl AK 350
Gemäß Vorschrift 1 werden die morphologisch besten Calciumalginatbeads mit einem
System aus Silikonöl (AK 350) als Dispersionsmittel, einer Emulgatorkombination aus
Synperonic PE/L 62®, Hostaphat KL 340® und Isofol 16® im Volumenverhältnis (2/1/1)
und einem Gesamtemulgatoranteil von 21 % (v/v) erhalten.
Vorschrift 2: Magnetithaltige Calciumalginatbeads
Die Herstellung der magnetithaltigen Beads verläuft analog Vorschrift 1 mit Silikonöl (AK
350) als Dispersionsmittel sowie einer Emulgatorkombination aus Synperonic PE/L 62®,
Hostaphat KL 340® und Isofol 16® im Volumenverhältnis (2/1/1), wobei die
Gesamtemulgatorkonzentration (bezogen auf das Dispersionsmittel) 21 % (v/v) beträgt. Statt
der reinen Natriumalginatlösung wird eine mit Ferrofluid (bevorzugt MAG NH, siehe Anhang
6.4.) versetzte Alginatlösung zugegeben. Zu deren Herstellung werden 1 ml 1,5 % ige
Natriumalginatlösung mit 100 bzw. 200 µl (9 bzw. 17 % (v/v)) des jeweiligen Ferrofluids
versetzt und durch Schütteln homogenisiert. Von der so erhaltenen Lösung werden 0,3 ml der
Dispersion, bestehend aus 15 ml Silikonöl und 4 ml der Emulgatormischung, zugesetzt. Die
magnetithaltigen Beads werden nach der Aufarbeitung und Lufttrocknung als brauner
Feststoff erhalten.
Vorschrift 3: Oxidierte (magnetithaltige) Calciumalginatbeads
Die Herstellung der oxidierten Beads verläuft analog der Vorschrift 2, jedoch wird an Stelle
der magnetithaltigen nicht oxidierten 1,5 % igen Alginatlösung 0,3 ml einer mit NaIO4
oxidierte Alginatlösung eingesetzt. Zur Herstellung der oxidierten Alginatlösung werden zu
10 ml einer 1,5 % igen Alginatlösung unter Rühren und Lichtausschluß 100 µl einer frisch
hergestellten 0,1 M NaIO4-Lösung langsam zugetropft. Es wird noch 2 Stunden unter
Lichtausschluß nachgerührt. Die oxidierte Alginatlösung kann zur Herstellung
magnetithaltiger Beads mit Ferrofluid versetzt werden.
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Die erfolgte Oxidation wird wie folgt überprüft:
• 2 ml der oxidierten Alginatlösung werden mit 0,5 ml einer alkalischen PEI-Lösung
(0,5 ml 50 % iges PEI gelöst in 3 ml dest. Wasser) versetzt, wobei deutlich eine starke
Viskositätszunahme feststellbar ist. Eine Vergleichsprobe mit nichtoxidierter
Alginatlösung zeigt unter den gleichen Bedingungen keinen Viskositätsanstieg.
• Deutlich kann eine Änderung des spezifischen Drehwinkels [63] bei verschieden stark
oxidierten Alginatlösungen (Zusatz von 500 µl bzw. 2500 µl 0,1 M NaIO4-Lösung je
10 ml 1,5 % ige Alginatlösung) beobachtet werden.
2.1.1.3 Verfahren zur Stabilisierung magnetithaltiger Alginatbeads
In diesem Kapitel werden drei Verfahren (Weg 1 bis Weg 3b) beschrieben, durch die die
Stabilität der entwickelten magnetithaltigen Calciumalginatbeads gegen z.B. chelatisierende
Agentien (Titriplex III-Lösung) erhöht werden soll. Weg 1 und Weg 2 beschreiben ein
Stabilisierungsverfahren, das auf eine PEI- bzw. Chitosanschutzhülle zurückgreift. Weg 3a
und 3b beziehen sich auf Verfahren zur Herstellung magnetithaltiger PEI- bzw. oxidierter
PEI-Alginatbeads.
(Weg 1): Magnetithaltige Alginatbeads mit einer Schutzhülle aus PEI
PEI-Lösung
4,5 g PEI (50 % ige wäßrige Lösung) werden in 300 ml dest. Wasser gelöst. Mit ca. 8-10 ml
3M HCl wird ein pH-Wert von 5,5 (Kontrolle mit Acilit® pH 0-6, Merck) eingestellt. Die
Lösung wurde zur Abscheidung von PEI bzw. PEI-HCl Kristallen 2-3 Tage stehen gelassen.
Zur Abtrennung der Kristalle wird durch eine Kombination aus 1,2/0,8 µm Sterilfiltern
filtriert. 300 ml des erhaltenen trüben Filtrates werden im weiteren eingesetzt.
Beadsuspension
Die hierzu benötigten magnetithaltigen Beads werden bei 1000 U/min mit einem
Glasflügelrührer bzw. bei 450 U/min mit einem Metallrührer gemäß Vorschrift 2 hergestellt.
Hierbei wird das Ferrofluid MAG NH (Anhang 6.4) nach der Filtration durch eine 0,8 µm
Sterilfilter mit 9,1 % (v/v) der 1,5 % igen Alginatlösung zugesetzt.
24 mg der erhaltenen luftgetrockneten magnetithaltigen Beads werden in ca. 10 ml dest.
Wasser suspendiert und anschließend durch eine Glasfritte G 4 bzw. G 3 filtriert. Das Filtrat
wird mit dest. Wasser auf 250 ml aufgefüllt.
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Die 250 ml der Beadsuspension werden, um ein Sedimentieren der Beads zu vermeiden,
kontinuierlich gerührt und über eine dünne Kanüle über ca. 4 Stunden in ein ruhendes
Reservoir der obigen 300 ml an PEI-Lösung getropft. Nach beendeter Zugabe erfolgt die
Separation der Beads über einen Zeitraum von ca. 60-70 Stunden durch unter dem Reservoir
der PEI-Lösung befindliche Handmagneten. Nach erfolgter Sedimentation der Beads wird die
überstehende Lösung abgezogen und die Beads von überschüssigem PEI durch Waschen mit
dest. Wasser befreit, wobei die Abscheidung der Beads jeweils mittels Handmagneten am
Gefäßboden gelingt. Es wird zunächst mit ca. 125 ml und dann mit 100 ml dest. Wasser
gewaschen. Da die Beads zu diesem Zeitpunkt noch stark aggregiert vorliegen (Mikroskop),
werden sie nach Entfernen des Waschwassers in ca. 6 ml dest. Wasser aufgenommen und
mittels eines Ultraschall-Prozessors UP 200 S (dr. hielscher GmbH, Stahndorf) bei
kontinuierlichem Puls-Tastverhältnis und einer Amplitude von 140 µm ca. 5 Minuten
beschallt. Untersucht man die Suspension direkt nach der Beschallung mikroskopisch, so
liegen hauptsächlich isolierte Beads vor. Die Suspension wird auf ca. 100 ml mit dest. Wasser
aufgefüllt. Nach Sedimentation der Beads (Magnet) wird erneut mit ca. 75 ml dest. Wasser
gewaschen. (Nach Entfernung des Waschwassers können die Beads in ca. 5-8 ml dest. Wasser
in PE-Gefäßen einige Tage aufbewahrt werden.)
Zur Durchführung des Stabilitätstestes bzw. der dafür notwendigen AAS-Bestimmungen
werden die Beads erneut in 6-15 ml dest. Wasser suspendiert und ca. 2 Minuten mit
Ultraschall (s.o.) behandelt. Es werden schnell aus dem Ultraschallgefäß die für die AAS-
Bestimmungen (siehe 3.2) benötigten Volumina abpipettiert.
(Weg 2): Magnetithaltige Alginatbeads mit einer Schutzhülle aus Chitosan
Chitosan-Lösung
0,614 g Chitosan werden zu einer Lösung aus ca. 200 ml dest. Wasser und 1 ml konz.
Essigsäure gegeben. Zum Lösen des Chitosans wird mehrere Stunden gerührt. Die Lösung
bleibt mind. 12 Stunden stehen. Der pH-Wert der Lösung wird mit ca. 2,8 ml 5N NaOH-
Lösung auf 5,5 eingestellt und die Lösung mit dest. Wasser auf 500 ml aufgefüllt. Die
erhaltene Lösung bleibt einige Stunden stehen und wird dann zur Abtrennung von eventuell
ungelösten Chitosanresten durch 1,2 µm Sterilfilter filtriert. Von dem erhaltenen klaren Filtrat
werden im weiteren 250 ml als Vorlage zum Eintropfen der Beads eingesetzt.
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Beadsuspension
Die hierzu benötigten magnetithaltigen Beads werden bei 1000 U/min mit einem
Glasflügelrührer gemäß Vorschrift 2 hergestellt. Hierbei wird das Ferrofluid MAG NH nach
Filtration durch einen 0,8 µm Sterilfilter mit 9,1 % (v/v) der 1,5 % igen Alginatlösung
zugesetzt.
Für das weitere Vorgehen gilt Analoges wie bei Weg 1 beschrieben.
Anmerkungen
Die mit einer PEI- bzw. Chitosan-Schutzhülle umgebenen Beads werden stark an
Gefäßwandungen (insbesondere Glas) adsorbiert, was hohe Verluste zur Folge hat.
Beadsuspensionen aus mit PEI bzw. Chitosan umhüllten Beads weisen direkt nach einer
Ultraschallbehandlung hauptsächlich isolierte Beads auf. Nach einiger Zeit tritt jedoch wieder
Aggregation ein. Werden beschallte Suspensionen gerührt (Glasrührer), so führt dies meist
schon nach kurzer Zeit zur erneuten Aggregation. Deshalb wird schnell aus dem
Ultraschallgefäß abpipettiert, wobei zwischen den einzelnen Pipettierschritten kurz erneut
beschallt wird.
(Weg 3a): Magnetithaltige PEI-Alginatbeads
Die Herstellung erfolgt analog des im folgenden unter Weg 3b beschriebenen, mit der
Ausnahme, daß eine nichtoxidierte magnetithaltige Alginatlösung eingesetzt wird.
(Weg 3b): Oxidierte magnetithaltige PEI-Alginatbeads
Die hierzu benötigte oxidierte Alginatlösung wurde einen Tag vor ihrer Verwendung aus 10
ml 1,5 % iger Alginatlösung und 100 µl einer 0,1 M NaIO4 hergestellt (siehe Vorschrift 3).
Die Herstellung der magnetithaltigen oxidierten PEI-Alginatbeads erfolgt bis auf die unten
angegebenen Änderungen gemäß Vorschrift 2.
Änderungen
• Verwendung einer oxidierten magnetithaltigen Alginatlösung (100 µl des durch einen 0,8
µm Sterilfilter filtrierten Ferrofluids MAG NH werden 1 ml der oxidierten Alginatlösung
zugesetzt. 0,3 µl dieser Mischung werden zur Beadherstellung eingesetzt.)
• Die Vernetzung der dispergierten Natriumalginattropfen erfolgt durch eine wäßrige PEI-
CaCl2-Lösung. Zu deren Herstellung werden 0,100 g PEI (50 % ige wäßrige Lösung) in
10 ml einer 0,1 M CaCl2-Lösung gelöst und der pH-Wert der Lösung mit 220-250 µl einer
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3 M HCl-Lösung auf 5,5 eingestellt. Die Lösung wird durch einen 0,8 µm Sterilfilter
filtriert und 1 ml des Filtrates werden zur Vernetzung der Beads eingesetzt.
• Die Beads werden mit einem Metallflügelrührer und einer Rührgeschwindigkeit von 450
U/min hergestellt.
• Bei der Aufarbeitung der Beadansätze wird auf Aceton als Waschflüssigkeit verzichtet.
Statt dessen wird dreimal mit ca. 6 ml Methanol je Zentrifugenröhrchen und mind. 13 mal
mit ca. 6 ml Hexan je Zentrifugenröhrchen gewaschen.
Die so als braunes Pulver erhaltenen Beads können im Gegensatz zu oxidierten bzw. nicht
oxidierten magnetithaltigen Alginatbeads ohne PEI nicht ohne Einsatz des Ultraschallfingers
in Wasser suspendiert werden. Ohne Ultraschallbehandlung erscheinen sie, in Wasser
eingebracht, im Mikroskop als Beadaggregate. Eine mehrminütige Beschallungszeit, wie bei
Weg 1 beschrieben, ist in der Regel ausreichend, um die Beads zu separieren, so daß sie in
Wasser homogen suspendierbar werden und bei mikroskopischer Betrachtung weitestgehend
isoliert vorliegen.
Analog wie die nach Weg 1 hergestellten Beads zeigen auch die nach Weg 3a und 3b
erhaltenen Beads im Laufe der Zeit die Neigung zur erneuten Aggregation.
Die benötigten Volumina für die AAS-Messungen (siehe 3.2.) und die Stabilitätsteste werden
daher sofort nach einer Ultraschallbehandlung abpipettiert.
2.1.2 Separation von Kongorot mittels magnetithaltiger Alginatbeads
In diesem Kapitel wird die Abtrennung des Farbstoffes Kongorot aus seinen Lösungen mit
Hilfe magnetithaltiger Alginatbeads, die mit einer Schutzhülle aus PEI modifiziert sind,
beschrieben. Als Vergleich werden analoge Versuche mit Alginatbeads, die keine Schutzhülle
aus PEI besitzen, durchgeführt.
Die zur Beadumhüllung benötigte PEI-Lösung wird aus 3,8 g PEI (50 % ige wäßrige Lösung)
gelöst in 250 ml dest. Wasser hergestellt. Das weitere Vorgehen zur Aufarbeitung dieser
Lösung ist analog, dem unter Weg 1 (2.1.1.3) beschriebenen. 226 ml der filtrierten PEI-
Lösung (pH 5,5) werden im weiteren eingesetzt.
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Beadsuspension A
Die hierzu benötigten magnetithaltigen Beads werden bei 450 U/min mit einem
Metallflügelrührer gemäß Vorschrift 2 hergestellt. Das Ferrofluid MAG NH wird nach
Filtration durch einen 0,8 µm Sterilfilter mit 9,1 % (v/v) der 1,5 % igen Alginatlösung
zugesetzt.
18 mg der erhaltenen luftgetrockneten magnetithaltigen Beads werden in ca. 10 ml dest.
Wasser suspendiert und anschließend durch eine Glasfritte G 3 filtriert. Das Filtrat wird mit
dest. Wasser auf 186 ml aufgefüllt.
Die 186 ml der Beadsuspension werden, um ein Sedimentieren zu vermeiden, kontinuierlich
gerührt und über eine dünne Kanüle über ca. 1,5-3 Stunden in ein ruhendes Reservoir der
obigen 226 ml an PEI-Lösung getropft. Nach beendeter Zugabe erfolgt die Separation der
Beads über einen Zeitraum von ca. 60-70 Stunden durch unter dem Reservoir der PEI-Lösung
angebrachten Handmagneten. Nach erfolgter Sedimentation der Beads wird die überstehende
Lösung abgezogen und die Beads von überschüssigem PEI durch Waschen mit dest. Wasser
befreit, wobei die Abscheidung der Beads jeweils mittels am Gefäßboden plazierten
Handmagneten gelingt. Es wird zunächst mit ca. 95 ml und dann mit 75 ml dest. Wasser
gewaschen. Da die Beads zu diesem Zeitpunkt noch stark aggregiert vorliegen (Mikroskop),
werden sie nach Entfernen des Waschwassers in ca. 6 ml dest. Wasser aufgenommen und
mittels eines Ultraschallfingers (siehe Weg 1) ca. 3 Minuten beschallt. Untersucht man die
beschallte Suspension direkt nach der Beschallung mikroskopisch, so liegen hauptsächlich
isolierte nicht aggregierte Beads vor. Die beschallte Suspension wird auf ca. 75 ml mit dest.
Wasser aufgefüllt.
Nach Sedimentation der Beads (Magnet) wird erneut mit ca. 55 ml dest. Wasser gewaschen.
Nach Entfernung des Waschwassers können die Beads in ca. 5 ml dest. Wasser in PE-
Flaschen einige Tage aufbewahrt werden. Zur Durchführung der photometrischen Messungen
bzw. der dafür notwendigen AAS-Bestimmungen wird das überstehende dest Wasser
abgezogen und die Beads in ca. 6 ml dest Wasser resuspendiert und ca. 3 Minuten mit
Ultraschall behandelt (s.o.). Aus der beschallten Suspension werden direkt die benötigten
Volumina für die AAS-Messung bzw. Photometrie abpipettiert.
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Beadsuspension B
Die als Vergleich dienende Beadsuspension B („reine Beads“ ohne Schutzhülle) wird, bis auf
die PEI-Schutzhülle, wie Suspension A hergestellt.
In den folgenden Versuchen wird der Einfluß der PEI-Hülle auf das Adsorptionsvermögen der
Beads bezüglich des Kongorotes überprüft. Dazu ist es erforderlich, daß Beadsuspension A
und B den gleichen Eisengehalt haben. Die durch eine G3 Fritte filtrierte relativ konzentrierte
Suspension B wird deshalb so verdünnt, daß sie die gleiche Konzentration wie Suspension A
aufweist. Die korrekte Verdünnung wird jeweils durch eine erneute AAS-Messung überprüft.
Die Probenvorbereitung für die AAS-Messung wird wie unter 3.2 beschrieben durchgeführt.
Photometrische Bestimmung von Kongorot
Die eingesetzte Kongorotlösung der Konzentration 0,3 mmol/L wird durch Auflösen von
0,0021 g Kongorot in 10 ml dest. Wasser jeweils frisch hergestellt und lichtgeschützt
aufbewahrt.
Es werden jeweils 3000 µl der gleichkonzentrierten Beadsuspensionen A und B vorgelegt und
im ersten Versuch mit jeweils 500 µl, im zweiten Versuch mit 1000 µl der obigen
Kongorotlösung versetzt. Sofort nach Zusatz der Farbstofflösung werden die Mischungen
unter Lichtausschluß 5 Minuten (Stoppuhr) geschüttelt und die Proben dann für 2 Stunden
(Stoppuhr) in Kontakt mit einem Handmagneten gebracht. Nach dieser Zeit wird der
Überstand abgezogen, lichtgeschützt aufbewahrt und noch am gleichen Tag photometrisch
vermessen. Es werden immer Doppelbestimmungen durchgeführt. Zwei weitere Proben,
jeweils eine von A und B, werden nach Zusatz der Kongorotlösung ebenfalls 5 Minuten
geschüttelt, dann aber ohne Kontakt zu einem Magneten für ca. 24 Stunden lichtgeschützt
aufbewahrt. Anschließend werden die Proben zur Separation der Beads für 1,5 Stunden in
Kontakt mit einem Handmagneten gebracht. Der Überstand wird ebenfalls abgezogen und
photometrisch vermessen.
2.2 Ferrofluide
Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zum ferromagnetisch
induzierten Aufheizverhalten werden Lymphocyten und HeLa-Zellen eingesetzt. 2.2.1.2 und
2.2.1.3 beschreiben die Isolation der Lymphocyten aus Vollblut bzw. die Kultivierung der
HeLa-Zellen. 2.2.2 schildert das Vorgehen bei der Abschätzung der cytotoxischen Wirkung
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von Ferrofluiden auf Lymphocyten. Unter 2.2.3 wird der Einfluß des Ferrofluids MAG 12 auf
HeLa-Zellen untersucht.
2.2.1 Präparative und zelluläre Arbeiten
2.2.1.1 Geräte und Ausgangssubstanzen
In den nachfolgenden Tabellen 3 und 4 sind die Geräte und Ausgangssubstanzen, die bei den
präparativen und zellulären Arbeiten benötigt werden, aufgelistet. Die verwendeten
Ferrofluide sind im Anhang unter 6.4 aufgeführt.
Tabelle 3: Verwendete Geräte
Geräte Hersteller
Begasungsbrutschrank, Sterile Werkbank,
Wärmeschrank, Zentrifuge
Heraeus, Hanau
Cell Counter + Analyser System CASY 1 Schärfe System
Tabelle 4: Verwendete Ausgangssubstanzen
Chemikalien Hersteller
Acridin-Orange, A 6014,
Ethidium-Bromid, E 8751,
Fötales Kälberserum
Sigma, Deisenhofen
Lymphocyten, HeLa-Zellen siehe 2.2.1.2 und 2.2.1.3
Penicillin, Streptomycin, L-Glutamin PAA, Laboratories GmbH, Cölbe
RPMI 1640 Medium ICN Biomedicals, CA
Seromed Ficoll Separating Solution Biochrom KG (Berlin)
Trypsin, PBS Gibco BRL, Eggenstein
2.2.1.2 Isolierung von Lymphocyten aus menschlichem Vollblut
Das Lymphocyten-Separationsmedium Ficoll® (siehe Tabelle 4) besteht aus einer wäßrigen
Lösung aus Na-Metrizoat (9,6 % w/v) und dem Polysaccharid Ficoll® (5,6 % w/v) [64]. Die
Dichte dieser Lösung liegt bei 1,077 ± 0,001 g/ml. Sie ermöglicht die gezielte Abtrennung der
Lymphocyten aus dem Zellgemisch, basierend auf einer sich anschließenden
Dichtegradienten-Zentrifugation. Das Polysaccharid Ficoll® bewirkt die Aggregation der
roten Blutkörperchen, die dann kontrolliert mit einem minimalen Einschluß an Lymphocyten
sedimentiert werden können (siehe Abbildung 2). Zur Isolierung der Lymphocyten werden
20 ml Vollblut mit 0,1 ml Na-Heparin als Antikoagulant versetzt und im Volumenverhältnis
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1:1 mit RPMI 1640 (siehe Tabelle 4) verdünnt. Jeweils 5 ml des verdünnten Heparin-Blutes
werden in 10 ml Zentrifugenröhrchen pipettiert. Es wird vorsichtig mit jeweils 5 ml Ficoll
Separating Solution unterschichtet und 30 Minuten bei ca. 400 g zentrifugiert. Die weniger
dichten Lymphocyten reichern sich als Schicht an der Grenzfläche Plasma/Ficoll Separation
Medium an. Sie werden mittels einer Pasteurpipette abgezogen, in ein Zentrifugenröhrchen
überführt und 10 Minuten bei ca. 400 g zentrifugiert. Nach Abdekantieren des Überstandes
werden die Lymphocyten in 10 ml RPMI 1640 Medium resuspendiert. Erneut wird 10
Minuten bei 400 g zentrifugiert. Der erhaltene Lymphocytenkuchen wird noch weitere
zweimal durch Waschen mit jeweils 10 ml RPMI 1640 Medium gereinigt [65].
Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der Isolation von Lymphocyten aus Vollblut (nach Zentrifugieren)
2.2.1.3 Kultivierung von HeLa-Zellen
Von den so behandelten HeLa-Zellen wird zur Abschätzung der intrazellulären
Fluidaufnahme, nach Abtrennung des Fluidüberschusses der Eisengehalt bestimmt.
Die vom Institut für Pathologie zur Verfügung gestellten HeLa-Zellen wachsen als eine
einzellige Schicht (adhärente Zellen) in Zellkulturflaschen T 75 in serumhaltigem Medium
(RPMI 1640 mit 10 % FKS, 5 ml L-Glutamin und 5 ml Penicillin/Streptomycin) in einer
Atmosphäre mit 5 % CO2 und 100 % H2O bei 37 °C. Alle 2-3 Tage wird das alte
Kulturmedium abgesaugt und durch 10 ml neues ersetzt. Nach ca. 48 Stunden hat sich die
Anzahl der Zellen verdoppelt. Daher muß nach 3-5 Tagen die Zellkultur geteilt werden
(„Passagieren“). Hierzu wird das Kulturmedium abgesaugt und die Zellschicht mit 4 ml
Trypsin/EDTA abgelöst. Anschließend werden 16 ml serumhaltiges Medium zugesetzt und
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die Zellsuspension bei 210 g für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird abgesaugt und
die Zellen in 50 ml serumhaltigen Medium resuspendiert. Jeweils 10 ml der Zellsuspension
wird in eine neue Kulturflasche überführt (106 Zellen/75 cm2) [66].
2.2.2 Einfluß der Ferrofluide auf Lymphocyten
Zunächst wird die Herstellung einer Ethidium-Bromid(EB)/Acridin-Orange(AO)-Lösung
beschrieben, die bei den anschließenden Toxizitätstesten die Differenzierung zwischen
lebenden und toten Zellen ermöglicht.
Hierzu werden 50 mg Ethidium-Bromid (Sigma A-6014) und 15 mg Acridin-Orange (Sigma
E-8751) in 1 ml 95 % igen Ethanol gelöst und mit 49 ml bidest. Wasser versetzt. Von dieser
Lösung werden 1 ml abpipettiert und mit 100 ml PBS versetzt. Diese Lösung
(Gebrauchslösung) wird lichtgeschützt bei 4° C aufbewahrt.
Zur Durchführung der Toxizitätsteste werden die aus 100 ml Vollblut isolierten Lymphocyten
in ca. 3000 µl RPMI 1640 Medium suspendiert. Je 400 µl der Zellsuspension werden in die
Vertiefungen einer 24 iger Well-Platte pipettiert und mit 200 µl des jeweiligen Fluids
inkubiert. Die Inkubationsdauer beträgt 1 Stunde bei Raumtemperatur. Danach werden 500 µl
der EB/AO-Gebrauchslösung je Well zugesetzt und die Proben innerhalb von 1 Stunde
vermessen. Als Blindprobe dient eine Lymphocytensuspension, bei der das Fluidvolumen
durch ein äquivalentes Volumen an RPMI 1640 ersetzt wird. Ausgetestet werden die drei
Fluide MKK 100/1, MP5/2, MKK 20/1 und MKW 8/1.
2.2.3 Einfluß des Ferrofluids MAG 12 auf HeLa-Zellen
HeLa-Zellen (siehe 2.2.1.3) werden eine definierte Zeit lang mit einer MAG 12 haltigen
Lösung inkubiert und anschließend der Eisengehalt pro Zelle bestimmt.
Die verwendete MAG 12-Lösung wird wie folgt hergestellt:
635 mg MAG 12 werden in einem 25 ml Meßkolben eingewogen und der Kolben mit
serumhaltigem Medium (siehe 2.2.1.3) aufgefüllt. Diese Lösung hat eine Konzentration von
1,0 mg Fe/ml.
Zur Inkubation der HeLa-Zellen mit MAG 12 haltiger Lösung werden nach Absaugen des
Kulturmediums die HeLa-Zellen in einer 250 ml Zellkulturflasche mit 10 ml der obigen
MAG NH-Lösung versetzt. Nach ca. 48 Stunden im Brutschrank wird das Ferrofluid-haltige
Medium abgesaugt. Um anhaftende Reste des Ferrofluids zu entfernen, wird mind. 10 mal mit
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je 10 ml serumhaltigem Medium gewaschen (unter leichtem Schütteln). Die Waschflüssigkeit
sollte bei den letzten Waschgängen frei von Magnetitpartikeln sein. Trotz des mehrfach
wiederholten Waschschrittes lassen sich auf der Zelloberfläche deutliche
Magnetitablagerungen erkennen, die nicht abgelöst werden können. Die Zellschicht wird
durch Zusatz von 4 ml Trypsin abgelöst und nach Zugabe von 30-40 ml serumhaltigem
Medium 5 Minuten bei 210 g zentrifugiert. Die Zellkuchen zweier Kulturflaschen werden
vereinigt, in 30-40 ml serumhaltigem Medium resuspendiert und bei 210 g für 4 Minuten
zentrifugiert. Der erhaltene Zellkuchen wird in 30 ml serumhaltigem Medium resuspendiert.
100 µl dieser Zellsuspension werden mit 10 ml der Meßflüssigkeit Caysyton versetzt und die
Zelldichte dieser Suspension mit dem Gerät CASY 1 bestimmt. Nach erfolgter Zellzählung
werden die HeLa-Zellen aus den 30 ml der Ausgangszellsuspension durch Zentrifugieren
isoliert, und von dem Zellkuchen (mit bekannter Zellzahl) wird der Eisengehalt bestimmt
(siehe 3.2.e).
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3 Analytischer Teil
3.1 Photonenkorrelationsspektroskopie (PKS)
Die Photonenkorrelationsspektroskopie [67-69] wird zur Bestimmung der Teilchengröße
eingesetzt. Hierbei muß zunächst die Probe bis zur Lichtdurchlässigkeit mit dest. Wasser
verdünnt werden. Zur Entfernung eventueller Staubpartikel wird das dest. Wasser vor
Verwendung durch einen 0,45 µm Spritzenvorfilter filtriert. Die zu vermessende Probe kann
zusätzlich durch einen 5µm Sterilfilter filtriert werden. Die PKS ist nur zur
Teilchengrößenbestimmung von Proben einer Polydispersität (siehe 3.6) von kleiner als 15 %
geeignet. Die Proben sollten im Größenbereich von 10 bis 1000 nm liegen. Die
Meßungenauigkeit liegt hier bei  5 nm. Bei der PKS wird ein Laserstrahl durch die die
Teilchensuspension enthaltende Meßküvette geschickt. Der Laserstrahl trifft auf kolloidale
Partikel und wird gestreut. Das Streulicht wird mit einem empfindlichen Photomultiplier in
einem Winkel von 90° zum eingestrahlten Licht detektiert. Bei der sehr genauen Vermessung
der Frequenz des Streulichtes eines Partikels stellt man fest, daß außer dem
Intensitätsmaximum bei der Frequenz der Anregungsquelle auch Streulicht mit etwas
veränderter Frequenz detektiert wird. Beobachtet wird keine Intensitätslinie, sondern ein
Intensitätspeak, dessen Breite von der Größe des streuenden Partikels abhängt. Man
bezeichnet diese Linienverbreiterung, die ihre Ursache in der Brownschen
Molekularbewegung hat, als dynamischen Streueffekt. Die dynamische Lichtstreuung knüpft
an das Doppler-Prinzip an. Hierunter versteht man die Frequenzverschiebung des gestreuten
Lichtes zu höheren oder niedrigeren Frequenzen, wenn sich der streuende Partikel im Bereich
des Detektors hin und her bewegt. Der Betrag der Frequenzverschiebung hängt von der
Geschwindigkeit des Partikels im Verhältnis zur Ausbreitungsgeschwindigkeit der Lichtwelle
ab. Die Frequenzverschiebung durch den Doppler-Effekt äußert sich auch in der
Intensitätsfluktuation des Streulichtes als Funktion der Zeit. Die Intensitätsfluktuationen
werden durch eine sog. Intensitäts- bzw. eine damit verknüpfte Feld-Autokorrelationsfunktion
erfaßt. Normiert man die Feld-Autokorrelationsfunktion, indem man sie durch ihren Wert
zum Zeitpunkt τ=0 dividiert, so erhält man nach einigem Umformen folgenden als
dynamischen Strukturfaktor bezeichneten Ausdruck :
)exp(),( 2 ττ ⋅⋅−= qDqg rr
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Trägt man nun den aus der PKS erhaltenen dynamischen Strukturfaktor logarithmisch gegen
auf, so erhält man den Selbstdiffusionskoeffizienten D. Aus diesem kann man wiederum
mittels der Stoke-Einstein-Beziehung den hydrodynamischen Radius rh der Partikel
berechnen.
kB = Boltzmann -Konstante
T = Temperatur
η = Viskosität des Lösungsmittels
rh = hydrodynamischer Radius
Für eine ausführlichere Darstellung der mathematischen Zusammenhänge sei an dieser Stelle
auf die Literatur [70, 71] verwiesen.
Die PKS Messungen wurden am Institut für Physikalische Chemie der RWTH Aachen
durchgeführt.
3.2 Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)
Die AAS wird zur Bestimmung des Eisen- und Calciumgehaltes eingesetzt. Der AAS [72, 73]
liegt die sog. Resonanzabsorption in Gasen zugrunde. Eine Hohlkathodenlampe (HKL) mit
dem jeweils zu bestimmenden Element als Kathode erzeugt durch eine Glimmentladung das
Emissions-Spektrum des interessierenden Elementes. In der Atomisierungseinheit
(Luft/Acetylen-Flamme), die sich im Strahlengang der HKL befindet, wird die zu
untersuchende Probe verdampft und thermisch zersetzt. Die Atome der gasförmigen Probe
absorbieren nun im Bereich der Resonanzlinie und infolgedessen verliert der Primärlichtstrahl
an Intensität. Die Intensität der Resonanzabsorption ist abhängig von der Zahl der
absorbierenden Teilchen. Dieser Zusammenhang ist durch das Lambert-Beer-Gesetz gegeben.
Verwendet wird das im Institut für Anorganische Chemie zur Verfügung stehende Gerät
AA-6200 der Firma SHIMADZU.
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Der Meßbereich für Eisenbestimmungen liegt zwischen 0,5 bis 5 ppm. Die Meßungenauigkeit
des Gerätes beträgt ± 0,1 ppm.
a) Eisengehalt der Ferrofluide
Hierzu werden ca. 0,1 g Ferrofluid genau eingewogen und in 20 ml Königswasser unter
Erwärmen gelöst. Die so erhaltene Lösung wird mit dest. Wasser auf einen Liter verdünnt und
sofort vermessen.
b) Eisen- bzw. Calciumgehalt der Alginatbeads
Die bei einer Rührgeschwindigkeit von 1000 U/min nach Vorschrift 2 (siehe 2.1.1.2)
hergestellten magnetithaltigen Alginatbeads (9,1 % (v/v) MAG NH bezogen auf die 1,5 %ige
Alginatlösung) werden in Wasser suspendiert und zur Abtrennung von eventuell vorhandenen
nicht in Beads inkorporiertem Fe3O4 durch eine Glasfritte G4 filtriert.
Das erhaltene, mindestens 10 Beadansätze umfassende Filtrat wird im Wasserbad bis zur
Trockne eingeengt. Der Rückstand wird ausgewogen (10-50 mg), in 3 ml Königswasser unter
Erwärmen gelöst und zusammen mit 250 µl einer 1 % igen Lanthannitratlösung mit dest.
Wasser auf 25 ml aufgefüllt. Von dieser Lösung werden 500 µl abpipettiert und mit dest.
Wasser auf 100 ml aufgefüllt. Die so erhaltene Lösung wird spektroskopisch auf ihren Eisen-
sowie Calciumgehalt hin untersucht.
c) Eisenbestimmungen im Rahmen der „Stabilitätsteste“ magnetithaltiger Calciumalginat-
beads gegenüber Titriplex III-Lösungen
Die eigentliche Beadpräperation erfolgt nach Vorschrift 2 (2.1.1.2), wobei das eingesetzte
Ferrofluid, hier MAG NH, vor Beimischung zur Alginatlösung durch einen 0,45 µm
Sterilfilter filtriert wird.
Ca. 0,04g der erhaltenen luftgetrockneten magnetithaltigen Alginatbeads werden in Wasser
suspendiert. Die Suspension wird zur Abtrennung von eventuell vorhandenen Aggregaten
durch eine Glasfritte filtriert. Da der mittlere Beaddurchmesser von der Rührgeschwindigkeit
abhängt, müssen Beads, die bei einer Rührgeschwindigkeit von 450 U/min hergestellt werden,
durch eine Glasfritte G3 bzw. bei einer Rührgeschwindigkeit von 1000 U/min hergestellte
Beads durch eine Glasfritte G4 filtriert werden. Das erhaltene Filtrat wird auf 250 ml
aufgefüllt. Von der Suspension werden unter Rühren (kein Magnetrührer) jeweils 4000 µl
abpipettiert in Zentrifugenröhrchen überführt und dort unter Rühren mit 100 µl der jeweiligen
Titriplex III-Lösungen (5 mmol/L, 10 mmol/L, 15 mmol/L, 20 mmol/L, 30 mmol/L,
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50 mmol/L, 100 mmol/L) versetzt. Nach dieser Zugabe wird 5 Minuten gerührt und die
Mischung sofort in einem Guß in den Kolben einer Einwegspritze mit aufgesetztem 0,45 µm
Sterilfilter überführt. Mittels eines ständig kontrollierten konstanten Druckluftstromes wird
schnell (innerhalb von maximal 30 Sekunden) durch den 0,45 µm Sterilfilter filtriert. Der pH-
Wert der erhaltenen Filtrate (überprüft mit Indikatorstäbchen Acilit® pH 0-6, Merck) beträgt
5,0. Eine Ausnahme bilden die Filtrate, die bei Zusatz von Titriplex III-Lösungen einer
Konzentration von 50 mmol/L bzw. 100 mmol/L erhalten werden. Der pH-Wert liegt hier bei
5,5 bzw. 6,0. Von den Filtraten (Aufbewahrung höchstens einen Tag in PE-Gefäßen) wird das
maximal mögliche Volumen für eine AAS-Messung abpipettiert. Man setzt jeder Probe ca. 3
ml Königswasser zu und engt diese Mischung durch Kochen ein. Die so behandelten
Lösungen werden mit dest. Wasser in Meßkolben überführt und der Eisengehalt sofort
spektroskopisch bestimmt.
d) Eisenbestimmungen im Rahmen der „Stabilitätsteste“ MAG NH haltiger modifizierter
Alginatbeads gegenüber Titriplex III-Lösung
Von der zur analysierenden Beadsuspension (siehe 2.1.1.3) werden 3000 µl in ein
Zentrifugenröhrchen abpipettiert und mit 1000 µl einer 0,1 M Titriplex III-Lösung versetzt.
(Diese Mischung hat einen pH-Wert von 8,5-9,0; Spezialindikator pH 6,5-10,0, Merck). Es
wird 5 Minuten gerührt und die Mischung sofort in einem Guß in den Kolben einer
Einwegspritze mit aufgesetztem 0,8 µm Sterilfilter überführt. Mittels eines ständig
kontrollierten konstanten Druckluftstromes wird schnell (innerhalb von maximal 30
Sekunden) durch den 0,8 µm Sterilfilter filtriert. Das weitere Vorgehen entspricht dem unter
Punkt c) geschilderten.
e) Eisenbestimmung bei mit Ferrofluid inkubierten HeLa-Zellen
Der mit MAG 12 beladene Zellkuchen wird mit ca. 2 ml Königswasser und wenig dest.
Wasser versetzt, 5-10 Minuten gekocht und fast bis zur Trockne eingedampft. Man überführt
die noch trübe Lösung in einen 10 ml Meßkolben und füllt diesen mit dest. Wasser auf. Diese
eisenhaltige Lösung wird zur Klärung durch einen 0,45 µm Sterilfilter filtriert. Vom klaren
Filtrat wird das zur Eisenbestimmung benötigte Volumen abpipettiert und zur Messung
geeignet verdünnt.
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3.3 Photometrie
Zur Messung steht im Institut für Anorganische Chemie das Einstrahlphotometer J&M der
Firma TIDAS zur Verfügung. Verwendet werden Spezialglasküvetten mit einem
Durchmesser von 5 mm. Die Extinktion der eingesetzten Kongorotlösungen wird in einem
Wellenlängenbereich von 400-800 nm gegen dest. Wasser als Standard gemessen. Die in 4.3
angegebenen Extinktionen beziehen sich auf eine Wellenlänge von 500 nm.
3.4 Magnetochemische Untersuchungen
Zur Aufnahme der Magnetisierungskurve steht ein SQUID ("Superconducting Quantum
Interference Device")-Magnetometer (Quantum Design MPMS-5) im Institut für
Anorganische Chemie zur Verfügung [74-78]. Zur Durchführung der Messung werden 0,6 mg
der bei 10-3 mbar getrockneten Beads in einer Quarzampulle unter Argon eingeschmolzen.
3.5 Lichtmikroskopie
Für die lichtmikroskopischen Aufnahmen steht das Durchlichtmikroskop H 600 Phako der
Firma Hund (Wetzlar) mit aufgesetzter Spiegelreflexkamera SR Ricoh XR-X 3000 am Institut
für Anorganische Chemie zur Verfügung.
3.6 Videomikroskopie
Die zu untersuchende Probe wird in Wasser suspendiert und geeignet konzentriert
mikroskopiert, wobei dem Mikroskop eine Videokamera aufgesetzt ist. Die Videosignale von
der Kamera werden von einer Kamerakontrolleinheit überwacht. Die Bildqualität kann durch
die Kamerakontrolleinheit und einen digitalen Bildprozessor kontrolliert werden. Die
aufgenommenen Videostandbilder werden digitalisiert und können dann mit entsprechender
Software bearbeitet werden [79].
Zur Bestimmung der Größenverteilung und der durchschnittlichen Größe der magnetithaltigen
Alginatbeads werden die Standbilder videomikroskopischer Aufnahmen ausgedruckt. Mit
einem Zentimetermaß wird von mindestens 450 Beads der Durchmesser bestimmt, wobei der
Maßstab mit einer Genauigkeit von 0,5 mm abgelesen wird. Beads, die eine ungenügende
Kugelform aufweisen, d.h. deren Länge bzw. Breite um mehr als 0,5 mm voneinander
differieren, werden nicht berücksichtigt. Der so bestimmte mittlere Beaddurchmesser einer
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Probe wird in den realen Beaddurchmesser umgerechnet. Die Abbildung eines
Mikromaßstabes, der durch die gleiche Technik und bei gleicher Vergrößerung aufgenommen
wird, liefert den hierzu benötigten Umrechnungsfaktor. Aus der ermittelten Größenverteilung
der Beads läßt sich mit der Gleichung
 N = Anzahl der ausgemessenen Beads
 d = mittlerer Durchmesser der Beads
 di = Durchmesser des i-ten Beads
die Varianz s2 und aus dieser mit der Gleichung
die Polydispersität d* als relative, prozentuale Standardabweichung ermitteln. Die video-
mikroskopischen Aufnahmen werden am Institut für Physikalische Chemie der RWTH
Aachen durchgeführt.
3.7 Fluoreszensmikroskopie
Zur Differenzierung zwischen lebenden und toten HeLa-Zellen sowie Lymphocyten werden
diese mit den Fluoreszensfarbstoffen Acridin-Orange/Ethidium-Bromid angefärbt. Die
entsprechenden fluoreszensmikroskopischen Aufnahmen werden mit dem Gerät axiovert
135 M (Programm 410) der Firma Zeiss gemacht. Verwendet wird ein Krypton/Argon-Laser
(BP 515-540/LP 630) von 488/567 nm. Die Aufnahmen werden in der Pathologie des
Universitätsklinikums der RWTH Aachen durchgeführt.
3.8 Elektronenmikroskopie
Zur Charakterisierung der Oberfläche magnetitfreier Alginatbeads werden
elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Für diese steht das
Rasterelektronenmikroskop Personal SEM 75 der Firma RJ Lee am Institut für Anorganische
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Chemie zur Verfügung. Die festen Beadproben werden unter Vakuum (ca. 10-4 mbar)
vermessen.
3.9 Rasterkraftmikroskopie (SFM)
Das SFM (scanning force microscope) wird vor allem zur Untersuchung biologischer Proben
eingesetzt, da im Gegensatz zur Elektronenmikroskopie in Luft und vor allem auch in
Lösungen bzw. unter Flüssigkeit gearbeitet werden kann [73]. Somit besteht die Möglichkeit,
auch lebende Objekte zu untersuchen. Das SFM nutzt die zwischen allen Materialien
existierenden schwachen Van-der-Waals-Wechselwirkungen. Diese führen bei größeren
Abständen zu einer Anziehung und bei sehr kleinen Abständen zu einer Abstoßung. Neben
den Van-der-Waals-Kräften können auch noch elektrostatische und magnetische
Wechselwirkungen auftreten. Die nachfolgende Abbildung 3 zeigt den prinzipiellen Aufbau
eines Rasterkraftmikroskops.
Abb. 3: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops [73]
Man verwendet beim SFM eine feine Spitze, z.B. aus Silizium, die an einer elastischen Zunge
befestigt ist. Bringt man die feine Spitze in die Nähe einer Oberfläche, so kommen in erster
Näherung zuerst das anziehende und dann das abstoßende Potential zwischen dem
Oberflächenatom und dem vordersten Atom der Spitze zum Tragen. Bei makroskopischen
inelastischen Materialien ist die Abstoßungskraft proportional zu R-n , wobei R dem Abstand
zwischen Probe und Spitze entspricht und für n = 1-12 gilt. Durch einen Regelkreis wird beim
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Abtasten der Probenoberfläche die Kraft der Spitze konstant gehalten. Verändern sich die
zwischen Probe und Spitze wirkenden Kräfte bzw. verändert sich der Abstand zwischen Probe
und Spitze, so verbiegt sich die Zunge elastisch, was durch einen Abstandssensor registriert
wird.
Alle an magnetithaltigen Alginatbeads vorgenommenen rasterkraftmikroskopischen
Untersuchungen werden von der Firma „nanoAnalytics WWU Münster“ durchgeführt. Als
Spitze wird eine handelsübliche Si3N4-Spitze verwendet.
3.10 Aufheizexperimente
Die Aufheizexperimente mit den Ferrofluiden und den MAG NH-haltigen Beads werden in
einem Induktionsofen der Firma Elphiac Type GIV 10008 LEV mit einer konstanten
Frequenz von 800 kHz durchgeführt. Die Induktionsspule besteht aus einem mit Wasser
gekühlten Kupferhohlrohr (Durchmesser ca. 4 mm) mit 4,5 bis 5 Windungen und einem
Durchmesser von ca. 3,7 cm. Der Abstand zwischen zwei Spulenwindungen beträgt 1 cm.
Zur Durchführung einer Messung wird der Innenraum der Spule zur Wärmeisolation dicht mit
Schaumstoff gefüllt. In die Mitte des Schaumstoffes wird das aus Glas bestehende Meßgefäß
mit der Probe eingebracht und die Temperaturänderung innerhalb der Probe mittels eines
Alkoholthermometers gemessen. Die Meßanordnung ist in der nachfolgenden Abbildung 4
schematisch wiedergegeben.
Abb. 4: Schematische Darstellung einer Aufheizapparatur für Ferrofluide
Alkoholthermometer
Probe
Schaumstoffisolierung
Spulen-
windungen
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Die vermessenen Ferrofluide zeigen über die Dauer der Meßzeit (bis zu 60 Minuten) keine
Sedimentationsneigung, so daß keine Durchmischung der Probe während der Messung
notwendig ist. Bei entsprechenden Aufheizexperimenten an magnetithaltigen Alginatbeads ist
dagegen eine Durchmischung der Probe für die Dauer der Messung zur Verminderung der
Sedimentation notwendig. Hierzu wird die in nachfolgender Abbildung 5 dargestellte
Apparatur angefertigt. Die Durchmischung der Probe wird durch einen von unten in das
Probengefäß eintretenden schwachen Druckluftstrom gewährleistet.
Abb. 5: Schematische Darstellung des zum Aufheizen einer Beadsuspension verwendeten
Meßgefäßes. Im Bereich der Probe ist das Gefäß von außen mit einer isolierenden Schaumstoffschicht
umgeben.
Zur Untersuchung des Aufheizverhaltens magnetithaltiger Alginatbeads in einem
hochfrequenten Wechselfeld kommen nach Vorschrift 2 (siehe 2.1.1.2) hergestellte Beads
(Rührgeschwindigkeit: 1000 U/min; 1,6 % igen Alginatlösung; 9,1 % (v/v) MAG NH) zum
Einsatz. Die Ausbeute von 6 Beadansätzen wird vereinigt, in wenigen ml Wasser
aufgeschlämmt und durch eine Glasfritte G 4 filtriert. Die Beads werden durch Zentrifugieren
sedimentiert. Das überstehende Wasser wird abgezogen und in 2000 µl dest. Wasser
resuspendiert. 1500 µl der so erhaltenen Suspension werden zur Aufheizung verwendet. Der
Druckluftstrom wird gerade so stark eingestellt, daß eine Durchmischung der Beadsuspension
gegeben ist. Vor Beginn der Messung wird, um den durch die Druckluft verursachten
geringen „Kühleffekt“ zu mildern, die Probe 10 Minuten zum Temperieren bei
Luftblase
Kapillare
Druckluft
Bead-
suspension
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ausgeschaltetem Wechselfeld von Druckluft durchströmt. Da das Meßsystem offen ist und
inbesondere durch die perlende Druckluft ein Verdampfen des Wassers aus der Probe im
Laufe der Messung erleichtert wird, wird vor und nach beendeter Messung der Eisengehalt
der Probe (siehe 3.2) bestimmt. Die Meßdauer beträgt 45 Minuten bei einer apparativ
maximal möglichen Feldstärke von 12kA/m.
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Entwicklung magnetithaltiger Alginatbeads
Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Dispersionsverfahren zur Herstellung magnetithaltiger
Calciumalginatbeads entwickelt werden.
Die zur Entwicklung im Rahmen dieser Arbeit zur Verfügung stehende Analytik für die
wäßrigen Beadsuspensionen beschränkt sich auf lichtmikroskopische Aufnahmen, die sich
auszugsweise im Anhang (6.4) befinden. Weitergehende Möglichkeiten, etwa zur schnellen
routinemäßigen Bestimmung von Größe, Größenverteilung sowie Oberflächenbeschaffenheit
der Beads, bestehen nicht. Daher können ausschließlich Effekte diskutiert werden, die
deutlich lichtmikroskopisch sichtbar sind. Morphologisch als gut bewertete Beads sind nicht
aggregiert, sphärisch und von enger Größenverteilung. Erwünscht sind Beads mit einer
mittleren Beadgröße im Bereich von 1 µm bis 10 µm. Diese werden bevorzugt für
Proteinseparation, Zellseparation und Zellmarkierung eingesetzt. Die Gründe dafür liegen
darin, daß sie zum einen eine ausreichend große Oberfläche zur Bindung der gewünschten
Bioliganden bieten und zum anderen eine geringe Neigung zur Sedimentation besitzen,
wodurch eine Reaktionskinetik wie in einer homogenen Lösung erreicht wird [2].
Bei dem verwendeten Dispersionsverfahren wird eine Natriumalginatlösung in Form feiner
Tropfen in einer mit der Alginatlösung unmischbaren Phase dispergiert. Durch Zugabe von
Ca2+-Ionen in Form einer CaCl2-Lösung kommt es zu einer rein ionischen Vernetzung der
Polysaccharidketten innerhalb eines Alginattropfens. Der dadurch erhaltene feste
Calciumalginatbead wird durch das anschließende Aufarbeitungsverfahren vom
Dispersionsmedium und den Emulgatoren abgetrennt und gereinigt. Die nachfolgenden drei
Schemata fassen den durchlaufenen Entwicklungsprozeß zusammen. Eine Zusammenstellung
der in diesem Rahmen diskutierten Literatur findet sich in der Einleitung in Tabelle 1.
Pflanzenöl als Dispersionsmedium (Schema 1)
Als Dispersionsmedium wird zunächst ein Pflanzenöl verwendet (Schema 1). Anfängliche
Ansätze (gemäß Vorschrift 1) ohne Einsatz von Emulgatoren ergeben lediglich unförmige
Aggregate aus Calciumalginat. Zur Auswahl der geeigneten Emulgatoren wird aus den zur
Verfügung stehenden 14 verschiedenen Emulgatoren (siehe Anhang 6.2), ohne
Berücksichtigung von chemischer Natur und HLB-Wert, jeweils 3 % (v/v) dem vorgelegten
Pflanzenöl zugesetzt.
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Pflanzenöl
Emulgatorzusatz:
                                                  3 % (v/v)
U.a. geeignete Emulgatoren:
• Hostaphat® KL 340    Konzen-
• Synperonic® PE/L 62    trations-
    erhöhung
  6 % (v/v) Kombination:
    Hostaphat® KL 340 Synperonic® PE/L 62/
Hostaphat® KL 340, (2/1)
17 % (v/v) Gesamt-
emulgatoranteil
1) Art der CaCl2-Zugabe 1) Konzentration der
2) Rührzeit     CaCl2-Lösung
3) Konzentrationen 2) Art der Fällung
a) CaCl2-Lösung 3) Vertauschte Reihenfolge
b) Natriumalginatlösung 4) Temperatur
4) Aufarbeitung der Beads
Schema 1
Die gewählte Emulgatorkonzentration liegt damit in einem Bereich, der auch aus der Literatur
bekannt ist [37, 38]. Von den insgesamt 14 getesteten Emulgatoren werden diejenigen zur
weiteren Modifizierung ausgewählt, deren Ansätze, soweit diese nicht schon vor der
Aufarbeitung verworfen wurden (z.B. bei Einsatz von Eumulgin®), bei der
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lichtmikroskopischen Auswertung beadähnliche Produkte liefern. Als geeignet erwiesen sich
u.a. die Emulgatoren Hostaphat® KL 340 und Synperonic® PE/L 62.
Welchen Einfluß die „richtige“ Emulgatorwahl auf die Beadmorphologie hat, verdeutlichen
die Bilder 1 und 2 im Anhang. Bild 1 zeigt Calciumalginat-Fragmente, die bei Einsatz des
„ungeeigneten“ Emulgators Pluronic® PE 6100 erhalten wurden. Auf Bild 2 sind bereits
beadähnliche Strukturen sichtbar. Setzt man den hier in einer Konzentration von 3 % (v/v)
verwendeten Emulgator Hostaphat® KL 340 in einer höheren Konzentration von 6 % (v/v)
dem Pflanzenöl zu, so werden sphärischere Beads erhalten (Bild 3). Eine weitere Erhöhung
der Emulgatorkonzentration auf 12 % (v/v) erbrachte keine deutliche Verbesserung der
Beadmorphologie. Ähnliches wird auch bei Einsatz des Emulgators Synperonic® PE/L 62
beobachtet (Bild 4).
Bei einer konstanten Emulgatorkonzentration von 6 % (v/v) Hostaphat® KL 340 (Schema 1,
Weg A) wird untersucht, welchen Einfluß einige der übrigen Versuchsparameter auf die
Morphologie der erhaltenen Beads ausüben. Es werden folgende Parameter (siehe 2.1.1.2
Modifizierungen des Verfahrens) variiert:
Art der CaCl2-Zugabe und Rührzeit: Lichtmikroskopisch lassen sich beim vorliegenden
Dispersionssystem weder bei Zugabe der CaCl2-Lösung I über einen Zerstäuber, noch bei
einer Veränderung der Zugabegeschwindigkeit der CaCl2-Lösung I signifikante Unterschiede
im Vergleich zu den unter „Standardbedingungen“ hergestellten Beads erkennen. Cho et al.
[38] berichteten allerdings, daß ein Zusammenhang zwischen Beadgröße und Zugabeart der
CaCl2-Lösung bei dem von ihnen entwickelten Emulsionsystem feststellbar ist. Basierend auf
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen beobachteten sie eine Reduktion der
Beadgröße, wenn die CaCl2-haltige Lösung auf die Emulsion aufgesprüht und nicht mittels
einer Spritze zugetropft wird. Wan et al. [31] konnten anhand raster-
elektronenmikroskopischer Aufnahmen zeigen, daß durch die Zugabegeschwindigkeit der
CaCl2-Lösung (3,3 bis 1,1 g CaCl2-Lösung/min) Einfluß auf die mittlere Beadgröße (27,5 bis
37,8 µm), den „Beadshape“ und die Oberflächenmorphologie genommen werden kann. Ein
Einfluß der Dispersionszeit (Zeitspanne, die zum Dispergieren der Alginatlösung vor Zugabe
des ionogenen Vernetzers aufgewendet wird) auf die Beadgröße konnte bei dem im Rahmen
dieser Arbeit getesteten Dispersionsystem nicht festgestellt werden. Diese Beobachtung steht
in Übereinstimmung mit Ergebnissen von Wan et al. [31], die bei einer erhöhten
Emulsionsdauer von 15 bis 55 Minuten keine Veränderungen der Beadgröße feststellen
konnten.
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Konzentrationen: a) CaCl2-Lösung; b) Natriumalginatlösung: Eine Erhöhung der CaCl2-
Konzentration, bei konstanter Alginatkonzentration, um den Faktor 10 erbringt bei dem hier
vorliegenden Dispersionssystem keine Verbesserung der Beadmorphologie (Bild 3). Die mit
CaCl2-Lösung II hergestellten Beads sind im Vergleich zu denen mit CaCl2-Lösung I
hergestellten lichtmikroskopisch leichter zu erkennen, d.h. sie sind weniger transparent.
Einen deutlichen Einfluß auf die Morphologie der Beads übt die Alginatkonzentration aus.
Eine Verdopplung der Alginatkonzentration von 1,5 % auf 3 % (bei konstanter CaCl2-
Konzentration) bewirkt eine deutliche Größenzunahme der Beads (Bild 5). Der „Beadshape“
weicht stark von der sphärischen Form ab. Erklärbar ist diese Beobachtung durch den starken
Viskositätsanstieg der Natriumalginatlösung mit steigender Konzentration. Eine hochviskose
Lösung läßt sich im Vergleich zu einer niedriger viskosen bei gleicher Rührgeschwindigkeit
schlechter dispergieren, wodurch große unregelmäßige Beads gebildet werden. Eine analoge
Beobachtung wurde auch von Wan et al. und Cho et al. [31, 38] gemacht.
Aufarbeitung der Beads: Die hier zur Aufarbeitung verwendete Lösungsmittelkombination
aus Aceton/Methanol und Hexan wurde so ausgewählt, daß Reste des verwendeten
Emulgators sowie Dispersionsmittels von den Beads abgelöst werden. Verwendet man statt
dieser „Standardkombination" eine Kombination aus CHCl3/Methanol und Hexan, werden
wesentlich stärker aggregierte Beads erhalten (Bild 6). Wan et al. [32] beobachteten bei
Verwendung von Aceton an Stelle von Isopropylalkohol als Waschflüssigkeit bei
gleichbleibender Größenverteilung eine verstärkte Aggregation der „kleineren“ Beads
innerhalb eines Ansatzes.
Wan et al. [31] stellten bei der Entwicklung ihres Emulsionsystems fest, daß eine
Kombination aus hydrophilen und lipophilen Emulgatoren notwendig ist, um die
Natriumalginatlösung optimal in Form feiner Alginattröpfchen in der organischen Phase zu
dispergieren. Der Grundgedanke einer Emulgatorkombination wird aufgegriffen. Hierzu
werden die zwei Emulgatoren Hostaphat® KL 340 und Synperonic® PE/L 62, die sich bereits
beim anfänglichen Austesten aller 14 Emulgatoren als „geeignet“ herausgestellt hatten,
miteinander kombiniert. Es werden zunächst unterschiedliche Mischungsverhältnisse (1/4,
1/1, 1/2 und 4/1) der beiden Emulgatoren getestet, wobei der Gesamtemulgatoranteil
zwischen 12 bis 17 % (v/v) liegt. Die mikroskopische Auswertung (Bild 7 und 8) zeigt, daß
im Vergleich zum Ansatz mit 6 % (v/v) Hostaphat® KL 340 (Bild 3) durch die
Emulgatorkombination keine nennenswerte Verbesserung in bezug auf Aggregation und
„Beadshape“ erzielt wird.
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Bei einem Mischungsverhältnis der Emulgatoren Synperonic® PE/L 62/Hostaphat® KL 340
von (2/1) und einem Gesamtemulgatoranteil von 17 % (v/v) (Schema 1, Weg B) werden
verschiedene bei dem Dispersionssystem mit 6 % Hostaphat nicht getestetet Parameter
variiert. Zur Überprüfung der Übertragbarkeit der bei letztem System gemachten
Beobachtungen wird bei dem jetzt vorliegenden Dispersionssystem erneut der Einfluß der
CaCl2-Konzentration untersucht.
Konzentration der CaCl2-Lösung: Bei einer Erhöhung der CaCl2-Konzentration um das 10
fache, bei konstanter Alginatkonzentration, wird keine Verbesserung der Beadmorphologie
erzielt. Die schon beim Einsatz von 6 % (v/v) Hostaphat diesbezüglich gemachten
Beobachtungen werden auch hier bestätigt (Bild 8).
Art der Fällung: Alginate sind in den meisten organischen Lösungsmitteln unlöslich.
Außerdem ist es möglich, durch Zusatz von Mineralsäuren zu einer Natriumalginatlösung die
in Wasser schwerlösliche Alginsäure auszufällen [62]. Bei der als „Art der Fällung“
bezeichneten Modifizierung des Herstellungsverfahrens wird dieses genutzt. An Stelle der
rein ionischen Vernetzung der Polymerketten über Ca2+-Ionen wird versucht, durch Zusatz
von entweder 3 ml Aceton (angelehnt an ein in [52] beschriebenes Verfahren), 3 ml CHCl3
oder 1 ml HCl (3mol/L) reine Alginat- bzw. Alginsäurebeads herzustellen. Durch die Zugabe
von Aceton bzw. CHCl3 werden keinerlei beadähnliche Strukturen erhalten. Bei Zusatz von
Säure (Bild 9) ergeben sich aggregierte wenig sphärische Beads.
Vertauschte Reihenfolge: Vertauscht man die Reihenfolge der Alginat- mit der CaCl2-Zugabe
unter Beibehaltung der Konzentrationen, wirken die erhaltenen Beads transparenter (Bild 10).
Sie sind größer als Beads, die bei umgekehrter Reihenfolge erhalten werden (vergl. Bild 8).
Temperatur: Abweichungen der Temperatur von der Raumtemperatur haben einen deutlichen
Einfluß auf die Morphologie der erhaltenen Beads. Bei 0°C hergestellten Beads zeigt sich
eine deutliche von der sphärischen Form abweichende Morphologie. Sie besitzen eine raue
Oberfläche. Es handelt sich nicht mehr um kompakte Kugeln. Bei erhöhter Temperatur
(90°C) werden die Beads sehr viel größer. Sie wirken transparent (Bild 11).
Parallel zu den Testreihen mit Pflanzenöl werden alternativ andere Dispersionsmedien
untersucht, wobei die bereits bei Pflanzenöl gewählte Emulgatorkombination Hostaphat® KL
340/Synperonic® PE/L 62 übernommen wird. Aus der Literatur ist bekannt, daß neben
verschiedenen Ölen auch organische Lösungsmittel als Dispersionsmittel zur Herstellung von
Alginatbeads eingesetzt werden [31, 38, 39, 42].
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Silikonöl als Dispersionsmedium (Schema 2)
Zunächst wird, angelehnt an WO 83/03426 [52], als Heizbadflüssigkeit verwendetes Silikonöl
AK 350 als Dispersionsmedium eingesetzt (Schema 2). Gleichzeitig werden andere
Dispersionsmedien sowie sogenannte „Blend-Mischungen“ ausgetestet.
Wie bereits bei Pflanzenöl beobachtet wird, werden auch bei Silikonöl ohne Emulgatorzusatz
lediglich unförmige Aggregate erhalten. Bei Einsatz der Emulgatoren Synperonic® PE/L
62/Hostaphat® KL 340 im Volumenverhältnis von (2/1) und einer Gesamt-
emulgatorkonzentration von 17 % (v/v) werden Beads erhalten, die im Vergleich zu denen
aus Pflanzenöl (Bild 8) weniger aggregiert und sphärischer sind sowie eine einheitlichere
Größe ausweisen. Eine weitere leichte Verbesserung der Beadmorphologie kann durch Zusatz
eines dritten Emulgators erzielt werden. Hierzu wird Isofol® 16 aus den zur Verfügung
stehenden Emulgatoren ausgewählt. Die Bilder 12 und 13 zeigen Beads, die mit einer
Emulgatorkombination aus Synperonic® PE/L 62/Hostaphat® KL 340/Isofol® 16 im
Volumenverhältnis (2/1/1) und einer Gesamtemulgatorkonzentration von 21 % (v/v) erhalten
werden. Durch Variation der nachfolgend aufgelisteten Verfahrensparameter wird versucht,
deren Einfluß auf die Beadmorphologie abzuschätzen.
Folgende Parameter werden untersucht:
Rührgeschwindigkeit: Bei einer Zunahme der Rührgeschwindigkeit (450 U/min auf 1400
U/min) kann eine deutliche Reduktion der Beadgröße beobachtet werden. Dieser Effekt wird
ausführlich unter 4.1.2. diskutiert.
Geometrie des verwendeten Rührers: Weiterhin sollte abgeschätzt werden, ob die Rührer-
geometrie und ein damit verbundenes eventuell verändertes Dispergierverhalten einen Einfluß
auf die Beadgröße bzw. Größenverteilung ausübt. Die unter Verwendung eines zweiblättrigen
Metallflügelrührers erhaltenen Beads sind in ihrer Größe und Größenverteilung vergleichbar
mit denen, die bei Verwendung eines einblättrigen Glasflügelrührers erhalten werden.
Temperatur: Die Auswirkungen einer Temperaturerniedrigung (0°C) bzw. einer
Temperaturerhöhung (70–80 °C) entsprechen denen, die bei Verwendung von Pflanzenöl
beobachtet werden (Bild 14, 15 und 19). Bei 0 °C werden wenig sphärische Beads mit „rauer“
Oberfläche erhalten. Man könnte diese Beobachtung mit einer bei 0°C gegenüber
Raumtemperatur verlangsamten ionischen Vernetzung des dispergierten Aginattropfens durch
die Ca2+-Ionen erklären. Zunächst bildet sich nur auf der Oberfläche des dispergierten
Alginattropfens eine rigide Matrix aus Calciumalginat, die das Innere des Tropfens mit noch
unvernetztem Alginat wie eine Schutzschicht umhüllt.
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Silikonöl AK 350 „Blend–Mischungen“
Kombination:
Synperonic® PE/L 62/
Hostaphat® KL 340, (2/1);
17 % (v/v) Gesamt-
emulgatoranteil
Zusatz eines
dritten Emulgators;
Kombination:                   Kombination:
Synperonic® PE/L 62/    Synperonic® PE/L 62/
Hostaphat® KL 340/       Hostaphat® KL 340/
Isofol® 16, (2/1/1); Isofol® 16, (2/1/1);
21 % (v/v) Gesamt-     21 % (v/v) Gesamt-
emulgatoranteil        emulgatoranteil
1) Rührgeschwindigkeit
2) Geometrie des verwendeten Rührers
3) Temperatur
4) Art der CaCl2-Zugabe
5) Konzentrationen: a) Natriumalginatlösung
b) CaCl2-Lösung
6) Einsatz oxidierter Natriumalginatlösung
7) Einsatz magnetithaltiger Alginatlösung
Schema 2
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Unter dem Einfluß von Scherkräften wird diese äußere Schutzhülle zerstört und noch nicht
vernetztes Alginat freigesetzt, was zu ungleichmäßig geformten Beads führt. Bei erhöhter
Temperatur (70-80 °C) werden transparent erscheinende Beads erhalten (Bild 15). Sie sind
größer und stärker aggregiert als die bei Raumtemperatur hergestellten. Eine analoge
Beobachtung machten Müller-Schulte et al. [2]. Sie fanden bei der Herstellung magnetischer
PVA-Beads über ein Dispersionsverfahren ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der
Temperatur der liphophilen Phase (18 bis 75 °C) und der resultierenden Beadgröße (12 bis
37 µm).
Art der CaCl2–Zugabe: Wie schon bei den Ansätzen mit Pflanzenöl beobachtet, können durch
eine Variation der CaCl2-Zugabegeschwindigkeit keine signifikanten Veränderungen von
Beadmorphologie und Größe beobachtet werden.
Konzentrationen: a) Natriumalginatlösung; b) CaCl2-Lösung: Bei einer Verdoppelung
der Alginatkonzentration auf 3 % (w/w) werden, wie auch bei Pflanzenöl beobachtet,
wesentlich größere Beads mit einer breiteren Größenverteilung und einer schlechteren
sphärischen Form erhalten (Bild 16). Auch bei Einsatz der 10 fach konzentrierteren CaCl2-
Lösung II entsprechen die Beobachtungen denen bei Verwendung von Pflanzenöl gemachten.
Einsatz oxidierter Alginatlösung: Der Einsatz von oxidierter an Stelle nichtoxidierter
Alginatlösung (Vorschrift 3) bleibt ohne Auswirkung auf Morphologie, Größe und
Größenverteilung der Baeds.
Einsatz magnetithaltiger Alginatlösung: Zur Herstellung magnetithaltiger Beads werden
zunächst aus den zur Verfügung stehenden Ferrofluiden (siehe Anhang 6.4) durch einen
Vorversuch diejenigen ausgewählt, die sich homogen in der Alginatlösung dispergieren
lassen. Hierzu werden 1 ml 1,5 %ige Alginatlösung mit 100 µl des jeweiligen Ferrofluids
versetzt. Die homogenisierte Mischung wird mikroskopisch, im Vergleich zum reinen
Ferrofluid, auf Fe3O4-Aggregate hin untersucht. Fe3O4-Aggregate können u.a. durch ionische
Wechselwirkungen zwischen dem stabilisierenden Polymer des Fluids (z.B. PEI oder ein
DEAE-Gruppen tragendes Polysaccharid) und dem anionischen Polyelektrolyten Alginat
verursacht werden, weshalb z.B. die Ferrofluide MP 23 und 24, MKK 20/1 und MKK 100/1
zur Beadherstellung ungeeignet erscheinen. Mit den Ferrofluiden MAG NH (Stärke-
stabilisiert) und MP 5/2 (Polyacrylsäure-stabilisiert) werden gemäß Vorschrift 3
magnetithaltige Alginatbeads hergestellt. Die Bilder 17 und 18 zeigen, daß die Morphologie
der erhaltenen Beads deutlich vom verwendeten Ferrofluid abhängt. Der Vergleich zwischen
Bild 18 und 19 verdeutlicht noch einmal, welchen Einfluß die Temperatur auf die
Beadmorphologie ausübt. Eine Vielzahl von Faktoren wie z.B. Fe3O4-Partikelgröße, Stabilität
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des Fluids gegenüber CaCl2-Lösung und chemische Natur des stabilisierenden Polymeren
können die Ursache für die gefundenen morphologischen Unterschiede sein. In der Literatur
wird zur Herstellung magnetithaltiger Alginatbeads entweder nichtstabilisiertes Ferrofluid
[21, 24] oder aber Carbonyl-Eisen-Pulver [46] der Alginatlösung zugesetzt, wobei Angaben
über die jeweilige Partikelgröße nicht gemacht werden. EP 0313008 [25] nutzt zur
Herstellung von 0,05 bis 7 mm großen magnetischen Membrankapseln magnetische Partikel,
wie z.B. das Handelsprodukt Bayferrox®, die einen bevorzugten Durchmesser von 0,01 bis
15 µm besitzen.
„Blend-Mischungen“: Neben reinem Silikonöl AK 350 werden folgende 1:1 Mischungen
(„Blend“-Mischungen) als Dispersionsmedium eingesetzt.
♦ Silikonöl AK 350/Hexan (Bild 20)
♦ Silikonöl AK 350/Paraffinöl (Bild 21)
Hexan ist im Verhältnis 1:1 mit dem Silikonöl AK 350 mischbar, wobei die Mischung
gegenüber dem reinen Silikonöl eine geringere Viskosität besitzt. Die so erhaltenen Beads
sind vergleichsweise groß und wenig sphärisch. Die Mischung Silikonöl AK 350 mit dem
hochviskosen Paraffinöl im Volumenverhältnis (1:1) stellt ein Zweiphasensystem dar, bei
dessen Einsatz kaum sphärische beadähnliche Strukturen erhalten werden.
Andere Dispersionsmedien (Schema 3)
Neben dem Einsatz von Silikonöl AK 350 werden auszugsweise auch einige organische
Lösungsmittel als Dispersionsmedium untersucht (Schema 3). Während sich das polare
Lösungsmittel Aceton bei der eingesetzten Emulgatorkombination von Synperonic® PE/L 62/
Hostaphat® KL 340/Isofol® 16 im Volumenverhältnis (2/1/1) und einer Gesamtemulgator-
konzentration von 21 % (v/v) als völlig ungeeignet erweist, werden bei Verwendung der
unpolareren Lösungsmittel Isohexadekan oder Toluol Beads erhalten. Diese sind im Vergleich
zu denen in reinem Silikonöl AK 350 hergestellten wesentlich größer. Die in Isohexadekan
hergestellten Beads sind im Gegensatz zu denen in Toluol hergestellten (Bild 22) weniger
sphärisch. Im Vergleich zu Silikonöl AK 350 werden bei Einsatz von Isohexadekan Beads
von sehr unterschiedlicher Größe erhalten.
Bei Einsatz des im Vergleich zu Silikonöl AK 350 (Viskosität: 350 cSt) niedrigviskoseren
Dispersionsmittels Dow Corning 344 (Viskosität: 2,6 cSt) werden neben beadähnlichen
Strukturen auch aggregierte, nicht sphärische Calciumalginatfragmente erhalten.
39
Toluol oder
Isohexadekan oder
Dow Corning® 344
Kombination:
Synperonic® PE/L 62/
Hostaphat® KL 340/
Isofol® 16, (2/1/1);
21 % (v/v)
Gesamtemulgatoranteil
Schema 3
Aus der Fülle von Experimenten zur Entwicklung magnetithaltiger Alginatbeads erweisen
sich Beads, die mit dem Fluid MAG NH bei Verwendung von Silikonöl AK 350 und der
Emulgatorkombination Synperonic® PE/L 62/Hostaphat® KL 340 und Isofol® 16 im
Volumenverhältnis von (2/1/1) und einem Gesamtemulgatoranteil von 21 % (v/v) erhalten
werden, als morphologisch am besten.
Vergleicht man die auf Bild 12 und 13 über das entwickelte Dispersionsverfahren
hergestellten Alginatbeads mit den auf den Bilder 23 und 24, so fällt direkt der wesentlich
größere Durchmesser und die schlechtere spärische Form letzterer auf. Die Bilder 23 und 24
im Anhang zeigen von der Firma „microdrop“ hergestellte Alginatbeads. Diese sind durch
Eintropfen einer 1,5 %igen Alginatlösung in ein Reservoir der CaCl2-Lösung I hergestellt
worden. Die Dosierung der Alginatlösung wird durch einen piezoelektrischen Kristall
gesteuert und erfolgt durch einen Dosierkopf mit einem Durchmesser von 100 µm. Bei Bild
24 wurde die CaCl2-Lösung im Gegensatz zu Bild 23 gerührt, um eine verstärkte
Beadaggregation zu vermeiden.
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4.2 Charakterisierung magnetithaltiger Calciumalginatbeads
In allen unter 4.2 zusammengefaßten Abschnitten werden die im Rahmen des
Entwicklungsprozesses erhaltenen morphologisch besten Beads eingesetzt. Diese werden bei
Verwendung von Silikonöl AK 350 und einer Emulgatorkombination aus Synperonic® PE/L
62/Hostaphat® KL 340 und Isofol® 16 im Volumenverhältnis von (2/1/1) und einem
Gesamtemulgatoranteil von 21 % (v/v) hergestellt. Zur Herstellung magnetischer Beads wird
das Fluid MAG NH eingesetzt.
4.2.1 Bestimmung des Eisen- und Calciumgehaltes
Mittels AAS-Spektroskopie wird der Eisen- und Calciumgehalt magnetithaltiger Alginatbeads
bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte, die auf zwei AAS-Messungen basieren
(für eine Messung werden mind. 10 einzelne Beadansätze - Vorschrift 2, 2.1.1.2 - zu einer
Probe vereinigt). Die zur Beadherstellung verwendete 1,5 % ige Alginatlösung enthält 9,1 %
(v/v) MAG NH.
Mittlerer Beaddurchmesser (siehe 4.2.2): 4 µm
Eisengehalt: 25-35 % (Magnetitgehalt: = 34-48 %)
Calciumgehalt: 2-3 %
Der bestimmte Eisengehalt liegt im Bereich zwischen 25-35 %, was einem Magnetitgehalt
von 34-48 % entspricht. Schwankungen des Magnetitgehaltes von ± 5 % sind auch von
kommerziell zu beziehenden (PVA)-Beads bekannt [11]. Die sich auf Alginatbeads mit
inkorporiertem magnetischen Material beziehenden Veröffentlichungen [21-24, 26-27, 46]
erlauben (über die Masse der eingesetzten Eddukte) nur indirekte Aussagen über den Anteil
an magnetischem Material im Bead. Ein Vergleich mit aus anderen Matrixmaterialien und
über andere Syntheseverfahren hergestellten magnetischen Beads [10, 11] zeigt, daß der
Magnetitgehalt einen weiten Bereich (> 50 %) überstreicht und je nach gewünschtem
Anwendungsspektrum variiert werden kann.
4.2.2 Bestimmung der mittleren Beadgröße und der Größenverteilung
Um den Einfluß der Rührgeschwindigkeit auf die Größe, Größenverteilung und
Polydispersität der Beads zu untersuchen, werden videomikroskopische Standbilder
angefertigt. Hierzu werden bei gegebener Rührgeschwindigkeit Aufnahmen von mindestens
zwei unabhängig voneinander hergestellten Proben ausgewertet. Von jeder Probe werden
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mindestens 450 Beads vermessen. Die nachfolgende Abbildung 6 zeigt exemplarisch zwei
Standbilder. Die obere Aufnahme zeigt eine mit einer Rührgeschwindigkeit von 1400 U/min
hergestellte Probe. Die untere Probe wird bei einer Rührgeschwindigkeit von 450 U/min
erhalten. Auf den beiden Standbildern erkennt man Beads, die sich in Grautönen und
Umrandungen unterscheiden. Dies ist bedingt durch die Tatsache, daß die mikroskopisch
sichtbaren Beads nicht alle gleichzeitig scharf fokussiert werden können, was die
anschließende Ausmessung deutlich erschwert.
Abb. 6: Videomikroskopische Standbilder magnetithaltiger Alginatbeads; die beiden gezeigten Proben
sind bei den Rührgeschwindigkeiten 1400 U/min (oben) und 450 U/min (unten) hergestellt worden.
Die Vergrößerung bei beiden Aufnahmen ist gleich.
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Tabelle 5: Auswertung videomikroskopischer Standbilder von Beadproben, hergestellt bei den
Rührgeschwindigkeiten 450, 1000 und 1400 U/min; die Genauigkeit der Beaddurchmesser-
bestimmung beträgt ± 0,8 µm; zur Berechnung der Polydispersität siehe 3.6.
Anteil der Beads [%]
450 U/min 1000 U/min 1400 U/min
Durchmesser der
Beads [µm]
A1 A2 A3 Mittel-
wert 1)
B1 B2 Mittel-
wert 1)
C1 C2 Mittel-
wert 1)
1,6
2,0
2,4
2,8
3,2
3,6
4,0
4,4
4,8
5,2
5,6
6,0
6,5
6,9
7,3
7,7
8,1
8,5
8,9
9,3
9,7
10,1
10,5
10,9
11,3
11,7
12,1
12,5
12,9
13,3
13,7
14,1
14,5
0,0
0,0
0,2
0,4
2,8
7,3
7,1
8,1
10,0
9,6
7,3
5,5
6,9
6,7
4,1
4,9
2,9
2,4
2,6
1,8
1,4
1,6
2,4
1,6
0,6
0,2
0,4
0,2
0,8
0,2
0,0
0,2
0,2
0,2
0,5
4,9
4,0
9,8
8,8
15,1
6,3
11,0
4,2
9,6
3,3
7,5
2,3
4,4
1,9
2,5
0,7
1,2
0,0
0,5
0,0
0,5
0,0
0,4
0,0
0,4
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,4
1,5
4,0
8,7
13,3
11,2
14,0
9,7
9,1
8,2
7,0
2,7
3,0
2,1
2,1
1,1
0,2
0,2
0,6
0,4
0,2
0,0
0,2
0,2
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,1
0,2
1,8
1,7
4,9
6,7
10,5
9,1
10,8
9,1
8,9
5,9
7,5
5,2
3,7
3,2
2,5
1,7
1,6
0,6
0,7
0,7
1,1
0,6
0,3
0,1
0,3
0,1
0,2
0,1
0,0
0,1
0,1
0,2
1,1
4,8
8,2
18,3
12,9
23,6
6,2
11,6
3,3
5,1
1,9
1,4
0,1
0,3
0,4
0,6
0,1
0,1
0,0
0,2
1,3
10,1
20,7
21,8
15,4
11,0
7,0
4,6
4,0
1,5
0,7
1,1
0,4
0,0
0,0
0,2
0,0
0,1
0,8
3,8
8,7
19,0
15,4
21,3
7,6
10,3
3,7
4,7
1,8
1,2
0,4
0,3
0,3
0,4
0,1
0,1
0,2
2,9
18,7
31,6
21,1
14,4
6,6
2,5
1,0
0,0
0,6
0,2
0,2
0,2
3,6
22,1
23,1
32,2
7,8
7,6
1,4
1,2
0,2
0,0
0,2
0,2
0,2
3,3
20,4
27,4
26,5
11,2
7,1
2,0
1,1
0,1
0,3
0,2
0,2
Beadanzahl 509 571 527 1607 1125 450 1580 513 497 1010
Mittlerer Bead-
durchmesser [µm]
6 5 6 6 4 4 4 3 3 3
Polydispersität
[%]
35 35 25 34 26 24 25 21 20 20
1)
 Mittelwert, der sich bei Berücksichtigung aller Beads mit dem jeweiligen Durchmesser
ergibt.
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Wie aus Tabelle 5 und der Abbildung 6 entnommen werden kann, ist sowohl der mittlere
Beaddurchmesser als auch die Größenverteilung der Beads von der Rührgeschwindigkeit
abhängig. Eine höhere Rührgeschwindigkeit bewirkt erwartungsgemäß eine feinere und
homogenere Verteilung der Alginatlösung innerhalb der Ölphase. Abbildung 7 verdeutlicht
noch einmal das Absinken des mittleren Beaddurchmessers bei einer Erhöhung der
Rührgeschwindigkeit um 1000 U/min von ca. 6 auf 3 µm. Abbildung 8 zeigt, daß mit einer
erhöhten Rührgeschwindigkeit gleichzeitig eine engere Größenverteilung erzielt werden kann.
Eine weitere Erhöhung der Rührgeschwindigkeit auf maximal mögliche 2000 U/min bewirkt
durch die noch größeren Scherkräfte eine Erwärmung des Dispersionsmediums, wodurch
vermutlich die verstärkte Aggregation der so erhaltenen Beads zu erklären ist.
Der Zusammenhang zwischen Rührgeschwindigkeit, Beadgröße bzw. Größenverteilung wird
in der Literatur bei den verschiedensten Emulsionsverfahren zur Beadherstellung diskutiert.
So erwähnen Müller-Schulte et al. [2], daß bei der Herstellung magnetithaltiger PVA-Beads
durch ein Wasser in Öl-Suspensions-Vernetzungsverfahren eine Abnahme der mittleren
Beadgröße um ca. 50 % erreicht werden kann, erhöht man die Rührgeschwindigkeit um etwa
das 3,5-fache. N.-H. Cho et al. [38] haben bei ihrem Emulsionsverfahren zur Herstellung von
Alginatbeads, bei Rührgeschwindigkeiten unterhalb von 5000 U/min heterogene Beads mit
Durchmessern größer als 10 µm und bei Rührgeschwindigkeiten über 8000 U/min aggregierte
Beads erhalten. Die von Wan et al. [33, 34, 35] beobachtete Größenverteilung der
Calciumalginat- bzw. Calciumalginat-Copolymer-beads mit inkorporiertem Therapeutikum
entspricht in ihrem prinzipiellen Verlauf der in Abbildung 11 (gestrichelte Trendlinien)
dargestellten. Allerdings werden nach dem von Wan durch-geführten Verfahren Beads mit
einem mittleren Durchmesser von größer als 7 µm und einer breiteren Größenverteilung
erhalten.
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Abb. 7: Zusammenhang zwischen Rührgeschwindigkeit und mittlerem Beaddurchmesser bei
magnetithaltigen Calciumalginatbeads.
Abb. 8: Größenverteilung magnetithaltiger Calciumalginatbeads in Abhängigkeit von der
Rührgeschwindigkeit bei der Beadherstellung; Trendlinie: durchgezogene, fette Linie
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4.2.3 Morphologische Charakterisierung
Die morphologische Charakterisierung der nach Vorschrift 1 und 2 (siehe 2.1.1.2)
hergestellten magnetitfreien bzw. magnetithaltigen Calciumalginatbeads erfolgt mittels
nachfolgender Analytik:
• Lichtmikroskopie
Die im Anhang abgebildeten lichtmikroskopischen Aufnahmen wäßriger Beadsuspensionen
erlauben erste Aussagen über sphärischen Charakter, Anteil an aggregierten Beads, Größe und
Größenverteilung der Alginatbeads. Einen Eindruck von der Oberflächenbeschaffenheit der
Beads läßt sich über lichtmikroskopische Aufnahmen kaum gewinnen.
• Elektronenmikroskopie
Zur genaueren Charakterisierung der Oberflächenstruktur wird die Rasterelektronen-
mikroskopie eingesetzt.
• Rasterkraftmikroskopie
Eine wesentlich genauere Vorstellung über die Oberflächenstruktur der Beads (als mit dem
zur Verfügung stehenden Rasterelektronenmikroskop) läßt sich mittels rasterkraft-
mikroskopischer Aufnahmen gewinnen. Diese werden sowohl an Luft als auch unter
Flüssigkeit vorgenommen. Durch diesen direkten Vergleich besteht die Möglichkeit zu
beurteilen, inwieweit das umgebende Medium die Oberflächenmorphologie beeinflußt.
Das Bild 17 im Anhang zeigt die lichtmikroskopische Aufnahme einer wäßrigen Suspension
magnetithaltiger Alginatbeads, hergestellt bei einer Rührgeschwindigkeit von 450 U/min.
Man erkennt hauptsächlich sphärische, wenig aggregierte Beads.
Abbildung 9 zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen fester magnetitfreier, nicht in
Wasser suspendierter Alginatbeads. (Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen
magnetithaltiger Alginatbeads liegen nicht vor.) Zur Aufnahme wird eine Probe des
Feststoffes auf einen Graphitträger aufgebracht und unter Vakuum (ca. 10-4 mbar) vermessen.
Die Größe der Mikrokapseln läßt sich mittels des abgebildeten Eichbalkens grob abschätzen.
Sie liegt zwischen 1µm und 5µm. Bedingt durch das apparativ notwendige Vakuum liegen die
Beads aggregiert vor, was eine Beurteilung der Morphologie erschwert. Sie weisen
überwiegend sphärische Form auf. Bei der bei diesen Proben maximal möglichen 4000-
fachen Vergrößerung erscheint die Beadoberfläche glatt.
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Abb. 9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen magnetitfreier Calciumalginatbeads, bei 1000-
bzw. 4000-facher Vergrößerung. Der abgebildete Eichbalken entspricht 10 µm bzw. 1 µm.
Obere Aufnahme: 1000-fache Vergrößerung
Untere Aufnahme: 4000-fache Vergrößerung
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Abbildung 10 und 11 zeigen rasterkraftmikroskopische Aufnahmen magnetithaltiger
Alginatbeads. Abbildung 10 zeigt die Oberflächenstruktur der festen Beads an Luft. Bei
Abbildung 11 sind die vermessenen Beads von einer Wasserhülle umgeben. Bei dieser Probe
wird die Fixierung der Beads auf einem Objektträger dadurch erreicht, indem letzterer dünn
mit einer wäßrigen Polyethyleniminlösung bestrichen wird und einige Tropfen der wäßrigen
Beadsuspension auf diese Schicht aufgebracht werden. Eine Fixierung der magnetithaltigen
Beads alleine durch einen unterhalb des Objektträgers angebrachten Handmagneten erwies
sich als nicht ausreichend. Die Beads binden aufgrund ionischer Wechselwirkungen an die
Polymerschicht, wodurch ihre Fixierung bewirkt wird. Der so präparierte Träger wird unter
Wasser aufbewahrt. Bei der Messung wird auf einen ausreichenden Flüssigkeitsfilm auf der
Trägeroberfläche geachtet. Alle rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen zeigen deutlich, daß
die Beadoberfläche keineswegs glatt ist, sondern eine stark poröse Struktur aufweist. Die
Oberflächenmorphologie scheint sich, soweit es sich aus den Abbildungen entnehmen läßt,
beim Übergang des den Bead umgebenden Mediums von Luft zu Wasser nicht zu ändern.
Besonders die unter Wasser gemachten Aufnahmen verdeutlichen die extrem inhomogene
Beadoberfläche. Die Abbildungen erlauben eine grobe Abschätzung der Dimensionen der
morphologischen Strukturen auf der Beadoberfäche. Erkennbar sind Einbuchtungen, deren
Durchmesser einen Bereich bis zu einigen 100 nm umfaßt.
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Abb. 10: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen magnetithaltiger Calciumalginatbeads (feste Probe).
Gezeigt ist eine Meßreihe im Scanbereich von 4x5 µm bis 400x500 nm. Die jeweils angegebene
Farbskala hilft bei der Abschätzung der Größenverhältnisse.
Abb. 11: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen magnetithaltiger Calciumalginatbeads unter Wasser.
Gezeigt sind zwei Oberfächenausschnitte verschiedener Beads in einem Scanbereich von 1x1 µm.
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4.2.4 Aufheizverhalten im hochfrequenten magnetischen Wechselfeld
Im Rahmen dieser Arbeit soll die Eignung der magnetithaltigen Alginatbeads im Hinblick auf
einen späteren möglichen Einsatz in der Hyperthermie abgeschätzt werden. Denkbar wäre
nach einer entsprechenden Modifizierung der Beadoberfläche z.B. die selektive Anbindung
von Krankheitserregern, die separiert und anschließend durch nachfolgendes Aufheizen im
hochfrequenten magnetischen Wechselfeld abgetötet werden könnten. Die Abbildung 12 zeigt
das gemessene Temperatur-Zeit-Diagramm einer wäßrigen magnetithaltigen Beadsuspension
(siehe 3.10). Um sicher zu stellen, daß der gemessene Temperaturanstieg nicht auf eine
kontinuierliche Konzentrationszunahme des Beadanteils in der Probe (das offene und von
Druckluft durchströmte Probengefäß ermöglicht ein Verdampfen des Lösungsmittels) über
den Meßzeitraum zurückzuführen ist, wird vor und nach der Messung der Eisengehalt
ermittelt. In beiden Fällen wird ein Eisengehalt von 1,69 g/l bestimmt. Abbildung 15
verdeutlicht, daß nach 45minütigem Kontakt mit dem Hochfrequenzfeld (800 kHz, 12 kA/m)
lediglich ein Temperaturanstieg von ca. 9 °C erreicht werden kann. Temperaturen oberhalb
des physiologisch verträglichen Maßes von 37 °C werden nicht erreicht.
Abb. 12: Temperatur-Zeit-Diagramm MAG NH-haltiger Alginatbeads
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Bei einem prinzipiell denkbaren Einsatz der Beads im Rahmen der Hyperthermie sollten aber
in wesentlich kürzerer Zeitspanne Temperaturen über das physiologisch verträgliche Maß
hinaus erreicht werden. Die eingesetzte Beadsuspension ist mit einer Konzentration von
5,6 mg Beads pro ml (siehe 4.2.1) bereits relativ konzentriert. Ein stärkerer Temperaturanstieg
kann durch eine Konzentrationserhöhung der Beadsuspension erreicht werden, was aber für
einen therapeutischen Ansatz nicht praktikabel erscheint. Bei dem durchgeführten
Aufheizversuch wird die Temperatur des gesamten Systems aus Bead und Medium gemessen.
Die unmittelbar in der Umgebung der Beads vorherrschende Temperatur kann aber höher
liegen.1)
4.2.5 Magnetische Eigenschaften
Die magnetischen Eigenschaften der magnetithaltigen, festen Calciumalginatbeads2) werden
in Abbildung 13 verdeutlicht (siehe Anhang 6.5). Trägt man die magnetische Feldstärke
gegen die Magnetisierung auf, so zeigt der erhaltene Graph für 293 K kein
Hystereseverhalten, welches sich durch die eindomänigen, superparamagnetischen im Bead
inkorporierten Magnetitpartikel erklären läßt. Die Beads weisen eine nur sehr geringe
Remanenz von ± 0,2 (Am2)/kg was im Hinblick auf ihre Verwendung zu Separationszwecken
eine erwünschte Eigenschaft ist. Die Abbildung 13 macht deutlich, daß bei 4,5 K im
Vergleich zu 293 K die Fluktuation der magnetischen Momente, bedingt durch die deutlich
geringere Temperatur, eingeschränkt ist, was sich in einer vorhandenen Remanenz von
± 7 (Am2)/kg ausdrückt. Die Zerstörung des Superparamagnetismus durch Kühlung ist
bedingt durch die exponentielle Abhängigkeit der charakteristischen Fluktuationszeit der
Partikelmomente von der Temperatur [80]. Abbildung 13 entnimmt man, daß die
Sättigungsmagnetisierung bei 1 T von 23,5 (Am2)/kg bei 4,5 K auf 19,3 (Am2)/kg bei 293 K
absinkt.
1)
 Für eine Hyperthermie-Anwendung der Beads ist die noch unbekannte lokale, also am Bead
erzeugte Temperatur von Interesse, da bei einer prinzipiell denkbaren Anbindung der Beads an
Krankheitserreger bzw. erkranktem Gewebe sich dieses auch in unmittelbarer Umgebung der Beads
befindet.
2)  Das Ferrofluid MAG NH wird durch einen 0,8 µm Sterilfilter filtriert und zur Beadherstellung der
1,5 % igen Alginatlösung mit einer Konzentration von 9,1 % (v/v) zugesetzt. Die Beads werden nach
der Herstellung (Rührgeschwindigkeit 1000 U/min, Glasrührer, siehe Vorschrift 2 unter 2.1.1.2) in
dest. Wasser suspendiert und durch eine Fritte G4 filtriert. Das Filtrat wird bei 10-3 mbar getrocknet
und vermessen (siehe 3.4).
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Abb. 13: Abhängigkeit der Magnetisierung magnetithaltiger Alginatbeads von der Feldstärke bei
293 K und 4,5 K.
Die Ergebnisse der durchgeführten magnetochemischen Messungen stehen in guter
Übereinstimmung mit Ergebnissen, die von Burns et al. [21] erhalten wurden. Burns hat
magnetithaltige Alginatbeads mit einem Durchmesser von 0,9 mm vermessen und fand bei
300 K und 0,1 T eine Sättigungsmagnetisierung von 29 emu/g. Er bestimmte eine Remanenz
von < 3 emu/g (300 K) und berichtet, daß trotz der geringen Restmagnetisierung die Beads
keine Tendenz zur Agglomeration zeigen.
4.2.6 Stabilität gegen Titriplex III
Die im Rahmen dieser Arbeit mit dem entwickelten Emulsionssystem herstellbaren
magnetithaltigen Alginatbeads können aufgrund ihres Magnetismus prinzipiell nach
geeigneter Modifizierung zu diversen Separationszwecken eingesetzt werden. Hierbei wird
gerade im biochemischen Bereich häufig in gepufferten Medien (z.B. Citrat- oder
Phosphatpuffer) gearbeitet. Da die entwickelten magnetithaltigen Calciumalginatbeads gegen
alle diejenigen Medien, die in der Lage sind, Ca2+-Ionen dem Gel-Netzwerk zu entziehen
(z.B. Citratpuffer), nicht stabil sind, muß eine Möglichkeit gefunden werden, die
Beadstabilität gegenüber besagten Medien zu verbessern. Hierbei werden drei verschiedene in
der Literatur beschriebene Wege, die später genauer erläutert werden, vergleichend
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untersucht. Damit eine qualitative Aussage über die dadurch erzielte „Stabilitätsverbesserung“
der Beads möglich ist, muß zunächst ein Testverfahren entwickelt werden, das derartige
Rückschlüsse erlaubt. Dieses Verfahren basiert auf folgenden Voraussetzungen:
• Wird der Bead einem Medium ausgesetzt, welches die „Zerstörung“ des Gel-Netzwerkes
bewirkt, so werden in den Bead inkorporierte Substanzen freigesetzt, d.h. in das Medium
abgegeben.
• Der prozentuale Gehalt an „freigesetzter“ Substanz (in einer definierten Zeitspanne)
erlaubt Rückschlüsse über die Stabilität der Beads gegenüber dem jeweiligen Medium.
Studien über das Freisetzungsverhalten von in den Bead inkorporierten Stoffen, z.B.
Therapeutika, basieren auf diesen beiden Punkten [81-84].
Kikuchi et al. [85] konnten ein „zweiphasiges Freisetzungsverhalten“ der Ca2+-Ionen aus
Calciumalginatbeads (bekanntes M/G-Verhältnis) bei Kontakt mit einem PBS-haltigen
Medium (pH 7,4; 37°C) beobachten (Abbildung 14 und 15).
Abb. 14: Kumulative Freisetzung von Ca2+-Ionen aus Calciumalginatgelbeads (Durchmesser: 2,5 mm)
in das umgebende PBS-Medium (pH = 7,4; 37°C). Der „Zerfall“ des Calciumalginatgels wird durch
die offenen Kreise symbolisiert. Der Ca2+-Gehalt im „Zerfallsmedium“ PBS wurde über AAS
bestimmt. (Bezüglich der genauen präparativen Bedingungen sei auf die Literatur [85] verwiesen.)
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Abb. 15: Schematische Darstellung des Zerfalls eines Calciumalginatgels [85]
Das in Abbildung 14 dargestellte Freisetzungsverhalten von Ca2+-Ionen in Abhängigkeit von
der Zeit kann anhand der unterschiedlichen Stabilität der Polyguluronat- bzw.
Polymannuronat-Ca2+-Sequenzen innerhalb des Alginatgels gegenüber Dissoziation erklärt
werden. In der ersten Phase (0-45 min) werden diejenigen Ca2+-Ionen durch Na+-Ionen aus
dem PBS-Medium substituiert, die nicht innerhalb der „egg-box“-Anordnung fixiert sind, sich
also hauptsächlich innerhalb von Polymannuronat-Sequenzen befinden (siehe Abbildung 15).
Der Zerfall des Alginatgels zu diesem Zeitpunkt ist, bedingt durch die noch vorhandene
intakte „egg-box“ Struktur, vernachlässigbar. In Phase zwei (45-120 min) werden die Ca2+-
Ionen aus den „egg-box“ Anordungen durch Na+-Ionen ausgetauscht. Der Zerfall des Gels ist
zu beobachten.
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Bei dem im Rahmen dieser Arbeit genutzten Verfahren zur Beurteilung der „Stabilität“
magnetithaltiger Alginatbeads gegenüber chelatisierenden Medien wird der prozentuale
Gehalt an freigesetztem Eisen über AAS (Probenvorbereitung für die AAS-Messungen: siehe
3.2) bestimmt. Als destabilisierendes, Ca2+-Ionen chelatisierendes Medium wird eine
handelsübliche Titriplex III-Maßlösung verwendet. Die Abtrennung der noch intakten Beads
nach beendeter Kontaktzeit zwischen Bead und Titriplex-Lösung erfolgt durch Filtration über
einen Sterilfilter. Hierbei müssen mehrere Punkte beachtet werden.
• Das verwendete Ferrofluid MAG NH wird vor der eigentlichen Beadherstellung durch
einen Sterilfilter der Porengröße 0,45 µm filtriert. Ein Sterilfilter der gleichen Porengröße
wird bei dem eigentlichen Stabilitätstest zur Abtrennung der noch intakten Beads
verwendet. Die Porengröße des Filters wird so gewählt, daß das durch Einwirkung der
Titriplex-Lösung freigesetzte Fluid den Filter passieren kann, die noch intakten Beads
aber zurückgehalten werden.
• Bei der Abtrennung der noch intakten Beads von dem umgebenden Medium durch
Filtration muß zum einen auf eine kurze Filtrationsdauer (üblicherweise unterhalb von 30
Sekunden), zum anderen auf einen konstanten Preßluftdruck bei der Filtration der Proben
geachtet werden. Es wurde festgestellt, daß mit steigendem Druck der Eisengehalt im
Filtrat zunimmt. Diese Abhängigkeit könnte damit zusammenhängen, daß bereits teilweise
durch Titriplex III angegriffene Beads einer zu hohen Druckbelastung nicht standhalten.
• Der Teil der Ausgangsbeadsuspension, der nicht in Kontakt mit der Titriplex III-Lösung
war, wird ebenfalls mittels eines konstanten Druckluftstromes durch einen 0,45 µm
Sterilfilter filtriert. Vom Filtrat wird, analog wie bei den übrigen Proben, der Eisengehalt
bestimmt. Die hier ermittelten ppm Werte liegen immer unterhalb des Meßbereiches des
AAS-Gerätes für Eisen. (Zum Vergleich: Wird dest. Wasser vermessen, so findet man
Werte bis ca. 0,2 ppm). Eine Eisengehaltsbestimmung des Filtrates der reinen Ausgangs-
Beadsuspension ist sinnvoll, da damit gezeigt wird, daß die Porengröße des Sterilfilters
eng genug gewählt worden ist, um auch kleinere Beads (der polydispersen Probe) nicht in
das Filtrat gelangen zu lassen.
Das entwickelte Testverfahren dient zunächst der Abschätzung der Stabilität magnetithaltiger
Alginatbeads gegen Titriplex III-Lösungen unterschiedlicher Konzentration. Hierzu wird eine
„Zerfallskurve“, die die Freisetzung des Magnetits in einem Zeitraum von 5 Minuten in
Abhängigkeit von der Konzentration des destabilisierenden Mediums widerspiegelt,
aufgenommen (Abbildung 16, Tabelle 6). Es wurden drei Meßreihen mit jeweils neu
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hergestellten Proben aufgestellt. Innerhalb einer Meßreihe werden zur Kontrolle mehrfach
Doppelbestimmungen durchgeführt.
Tabelle 6: Versuche zur Beständigkeit magnetithaltiger Alginatbeads gegenüber Titriplex III. Die
Durchführung der Meßreihen ist unter 3.2 beschrieben. Die untersuchten Beads wurden bei einer
Rührgeschwindigkeit von 450 U/min mit einem Metallflügelrührer hergestellt. Es wurden 9,1 % (v/v)
MAG NH der 1,5 % igen Alginatlösung zugesetzt (vergl.Vorschrift 2, 2.1.1.2). Die Kontaktzeit
zwischen Titriplex III und der Beadsuspension beträgt 5 Minuten.
Meßreihe 1 Meßreihe 2 Meßreihe 3
Fe-Gehalt
[g/µl]
*10+9
Fe-
Gehalt
[%]
Fe-Gehalt
[g/µl]
*10+9
Fe-
Gehalt
[%]
Fe-Gehalt
[g/µl]
*10+9
Fe-
Gehalt
[%]
Ausgangsbead-
suspension 2)
19,3(±0,5) 100 32,0(±0,6) 100 26,3(±1,9) 100
Mitt-
lerer
Fe-
Gehalt
[%]
1)  Titriplex III Kon-
zentration [mmol/L]
0,12
0,24
0,37
0,49
0,73
1,22
2,44
3)
14,3(±0,1)
14,8(±1,4)
16,2
19,0
19,4
4)
74(±1)
77(±7)
84
99
100
3)
25,8
27,7
27,1
4)
81
87
85
3)
n.m.
11(±0,8)
21,8(±0,1)
22,1(±0,2)
21,8
4)
0
42(±3)
83(±0)
84(±1)
83
4)
0
42
79
83
84
99
100
1)
 Die Angaben beziehen sich auf die Konzentration an Titriplex III in der Beadsuspension.
2)
 Von einer Probe der Ausgangsbeadsuspension wird, analog wie bei den übrigen Proben, der
Eisengehalt bestimmt. Der hier ermittelte Eisengehalt entspricht dem maximalen Eisengehalt
(100 %), der nach Kontakt der Beadsuspension mit Titriplex III-Lösung im Filtrat gefunden
werden kann.
3)
 Die Meßwerte geben die Masse an Eisen pro µl der Beadsuspension an, die nach fünf-
minütigem Kontakt mit der jeweiligen Titriplex III-Lösung freigesetzt wird.
4)
 Die Meßwerte geben den prozentualen Anteil an Eisen an, der nach fünfminütigem Kontakt
mit der jeweiligen Titriplex III-Lösung, bezogen auf die Ausgangsbeadsuspension, freigesetzt
wird.
Der Abbildung 16 ist zu entnehmen, daß bei konstanter „Kontaktzeit“ mit zunehmender
Titriplex III-Konzentration der Gehalt an Eisen im Filtrat bis zum maximal möglichen Wert
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ansteigt. Eine Konzentration von ca. 1,2 mmol/L an Titriplex III reicht zur vollständigen
Zerstörung der Beads einer Suspension mit einer Konzentration im Bereich zwischen (19-
32)·10-9 g Fe/µl aus. Die Freisetzung von Magnetit bei steigender Titriplex III-Konzentration
wird vermutlich zum einen durch die steigende Na2-EDTA-Konzentration und eine damit
verbundene verstärkte Auflösung des Gelnetzwerkes bewirkt, zum anderen könnte sich auch
der geringfügige Anstieg des pH-Wertes bei zunehmender Titriplex III-Konzentration
zusätzlich destabilisierend auswirken, da aus der Literatur bekannt ist, daß Alginat als
Polyelektrolyt empfindlich auf Faktoren wie z.B. pH-Wert und Ionenstärke reagiert. Takka et
al. [81] konnten z.B. zeigen, daß das Anschwellen von Calciumalginatbeads in direktem
Zusammenhang mit dem pH-Wert der Lösung steht. Die Zerstörung des Gelnetzwerkes durch
chelatisierende Medien äußert sich auch bei der lichtmikroskopischen Evaluation einer
entsprechenden Mischung. Letztere kann aber nur zu einer groben Abschätzung der
Beadstabilität dienen. Lichtmikroskopisch sind die Beads mit zunehmender Zerstörung des
Calciumalginatnetzwerkes immer schwieriger zu erkennen. Sie wirken zunehmend
transparenter und weniger kompakt.
Abb. 16: Abhängigkeit des aus Alginatbeads freigesetztem Eisengehalt von der Titriplex III-
Konzentration.
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Die Testreihen haben gezeigt, daß die magnetithaltigen Alginatbeads relativ schnell bereits
durch geringe Titriplex III-Konzentrationen zerstört werden.
Zur Stabilisierung der magnetithaltigen Alginatbeads werden drei verschiedene Ansätze
verfolgt, die in Schema 4 und 5 dargestellt sind.
Schema 4
Schema 5: Präparative Durchführung der Stabilisierung nach Weg 3b
Wege zur Stabilisierung
magnetithaltiger Calciumalginatbeads
Weg 1
Magnetithaltige
Calciumalginatbeads
mit einer Schutzhülle
aus PEI
Weg 2
Magnetithaltige
Calciumalginatbeads
mit einer Schutzhülle
aus Chitosan
Weg 3
Weg 3 a
Magnetithaltige
Calciumalginatbeads mit
Zusatz von PEI
Weg 3 b
Oxidierte
magnetithaltige
Calciumalginatbeads
mit Zusatz von PEI
Alginatlösung OxidierteAlginatlösung
(Aldehydgruppen)
NaI04
PEI+CaCl2
Stabilisierte
magnetithaltige
Beads
EmulgierenOxidierte
magnetithaltige
Alginatlösung
Zusatz
Ferrofluid
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Alle zur Stabilisierung der Beads beschrittenen Wege lehnen sich an Literatur [15-16, 18-20,
86-92] bekannte Verfahren an, müssen aber für die präparative Durchführung modifiziert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit werden drei Stabilisierungsmethoden vergleichend
gegenüber gestellt. Dazu wird eine die jeweiligen stabilisierten Beads enthaltende Suspension
5 Minuten einer Titriplex III-Konzentration von 25 mmol/L ausgesetzt und der dabei
freigesetzte Eisengehalt spektroskopisch bestimmt. (Die Konzentration an Titriplex III liegt,
gegenüber den Konzentrationen bei den entsprechenden Versuchen mit nicht stabilisierten
Beads, aufgrund der nun verbesserten Beadsstabilität um einen Faktor von über 10 höher.)
Vergleicht man die ermittelten Eisengehalte miteinander, kann eine Aussage getroffen
werden, welche der drei Methoden unter den gegebenen Versuchsbedingungen am besten
geeignet ist, die Beads gegen den Angriff von Titriplex III zu stabilisieren. Um die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, werden bis zu drei Meßreihen
durchgeführt. Jeder Meßreihe liegt eine erneute Beadherstellung bzw. Modifizierung
zugrunde. Bei allen hier aufgeführten Messungen (Tabelle 7) ist die in der Reaktionsmischung
vorhandenen Stoffmenge an Na2-EDTA im Vergleich zur vorliegenden Gesamtstoffmenge an
Calcium und Eisen um den Faktor 15-300 größer. Trotz jeweils unterschiedlicher
Ausgangseisengehalte der modifizierten Beadsuspensionen ist die Reproduzierbarkeit der zu
einem Stabilisierungsweg gehörenden AAS-Messungen gewährleistet. Die Ergebnisse bez.
der stabilisierten Beadsuspensionen werden denen einer nicht stabilisierten Beadsuspension
gegenübergestellt.
Bei Weg 1 und Weg 2 wird versucht, die magnetithaltigen Alginatbeads durch „Einkapseln“
(„surface-coated material“) mit einer Membran eines kationischen Polymeren gegen den
Angriff von Titriplex III zu schützen. Hierbei kommt es zu einer ionischen Wechselwirkung
zwischen der negativ geladenen Carboxylgruppe des Alginates und der positiv geladenen
Aminogruppe des kationischen Polymeren. Wie Veliky et al. [19] zeigen konnten, ist der
Aufbau einer derartigen Schutzhülle in Abhängigkeit von der Polymerkonzentration mit einer
Verminderung des Calciumgehaltes der Beads und einer Abnahme des Beaddurchmessers
verbunden. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten polykationischen Polymere sind
Chitosan und PEI (siehe Abbildung 17).
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Tabelle 7: Zusammenstellung der AAS-Meßergebnisse aus den Stabilisierungsversuchen. Die
untersuchten Beads wurden bei einer Rührgeschwindigkeit von 450 U/min mit einem
Metallflügelrührer hergestellt (vergl.Vorschrift 2, 2.1.1.2). Es wurden 9,1 % (v/v) des durch
einen 0,8 µm Sterilfilter filtrierten Fluids MAG NH der 1,5 % igen Alginatlösung zugesetzt.
Die Durchführung der Modifizierungen ist unter 2.1.1.3 und die der AAS-Meßreihen unter
3.2 beschrieben.
Meßreihe 1 5) Meßreihe 2 5)
Fe-Gehalt
[g/µl] *10+9
Fe-Gehalt
[%]
Fe-Gehalt
[g/µl] *10+9
Fe-Gehalt
[%]
Mittlerer
Fe-Gehalt
[%]
3) 4)Magnetithal-
tige Alginatbeads
88,7 100 _ _ 100
Ausgangsbead-
suspension
88,1(±0,8) 100 _ _ 100
1) 3) 4)Magnetit-
haltige Alginat-
beads mit einer
Schutzhülle aus
PEI (Weg 1)
n.m. 0 n.m. 0 0
Ausgangsbead-
suspension
5,6 100 18,0(±1,8) 100 100
2) 3) 4) Magnetit-
haltige Alginat-
beads mit einer
Schutzhülle aus
Chitosan (Weg 2)
18,0(±2,2) 32 13,9(±1,2) 15 32
15
Ausgangsbead-
suspension
56,2(±1,5) 100 94,5(±0,9) 100 100
Meßreihe 1 5) Meßreihe 2 5) Meßreihe 3 5)
Fe-Gehalt
[g/µl]
*10+9
Fe-
Gehalt
[%]
Fe-Gehalt
[g/µl]
*10+9
Fe-
Gehalt
[%]
Fe-Gehalt
[g/µl]
*10+9
Fe-
Gehalt
[%]
Mitt-
lerer
Fe-
Gehalt
[%]
3) 4)Magnetit-
haltige PEI-
Alginatbeads
(Weg 3 a)
9,7(±0,2) 76 4,7 68 18,3(±1,2) 64 69
Ausgangsbead-
suspension
12,8(±0,2) 100 7,0(±0,2) 100 28,5(±0,7) 100 100
3) 4)Oxidierte
magnetithaltige
PEI-Alginat-
beads (Weg 3 b)
2,1(±0,3) 16 5,0(±0,4) 15 1,35 13 15
Ausgangsbead-
suspension
13,4(±0,1) 100 34,1(±0,9) 100 10,0 100 100
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1)
 Beads der Meßreihe 1 sind bei 1000 U/min, die der Meßreihe 2 bei 450 U/min hergestellt
worden.
2)
 Die Beads beider Meßreihen sind bei 1000 U/min hergestellt worden.
3)
 Die hier angegebenen Meßwerte geben die Masse von Eisen pro µl der jeweiligen Bead-
suspension an, die nach fünfminütigem Kontakt mit Titriplex III-Lösung (25 mmol/L)
freigesetzt wird.
4)
 Die Meßwerte geben den prozentualen Anteil von Eisen an, der nach fünfminütigem
Kontakt mit der Titriplex III-Lösung (25 mmol/L), bezogen auf die Ausgangsbeadsuspension,
freigesetzt wird.
5) Der pH-Wert der Reaktionsmischung aus Beadsuspension und Titriplex III liegt bei 8,5-9,0
(Spezialindikatorpapier pH 6,5-10, Merck).
Unter PEI sind verzweigte Polymere zusammengefaßt, die primäre, sekundäre und tertiäre
Aminogruppen in Anteilen von 30%, 40% bzw. 30% enthalten. Das verwendete PEI (MW
50.000-100.000) wurde als 50 % ige wäßrige hochviskose Lösung erworben. Chitosan [(1,4)-
2-acetamido-2-deoxy-β-D-glucan] wird durch Deacetylierung aus dem Polysaccharid Chitin
gewonnen, welches bei verschiedenen wirbellosen Tieren ein Bestandteil des Exoskelettes ist.
Von dem eingesetzten Chitosan gibt der Hersteller weder MG noch Deacetylierungsgrad an.
Abb. 17: Struktur der Polymere PEI und Chitosan
Der Tabelle 7 entnimmt man, daß sowohl die PEI-Schutzhülle als auch die
Chitosanschutzhülle die Beadstabilität gegenüber der Titriplex III-Lösung im Vergleich zu
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den „ungeschützten“ Beads deutlich verbessert. Während letztere unter den
Versuchsbedingungen durch die Titriplex III-Lösung vollständig zerstört werden, wird aus
ersteren kein Eisen und aus Chitosan geschützten Beads nur bis zu 32% Eisen freigesetzt. Im
Rahmen dieser Arbeit kann keine Analyse der Ursachen für die gefundenen unterschiedlichen
Stabilitäten erfolgen, da die hierzu benötigten Fakten (z.B. MG des Chitosans) nicht zur
Verfügung stehen. Wie komplex die zur Interpretation der Ergebnisse benötigten
Zusammenhänge sind, wird z.B. aus einer Studie von GåserÙd [16] über Faktoren, die die
Wechselwirkung zwischen Chitosan und Alginatbead beeinflussen, deutlich. Neben der
Porosität des Alginatgels (abhängig vom M/G-Verhältnis) sind u.a. auch das
Molekulargewicht des Chitosans, der pH-Wert und die Ionenstärke der Lösung von
Bedeutung. Mit Weg 3b wird ein von Birnbaum et al. [18] und K.-C. Chen et al. [86]
vorgeschlagenes Stabilisierungsverfahren in modifizierter Weise realisiert (Schema 5).
Hierbei wird innerhalb des entwickelten Emulsionsverfahrens durch einen einzigen
Präparationsschritt, das von Birnbaum und Chen vorgeschlagene zweistufige
Stabilisierungsverfahren realisiert (1. Stufe: Herstellung der oxidierten Alginatbeads über ein
Eintropfverfahren; 2. Stufe: Einbringen der oxidierten Beads in eine PEI/CaCl2-Lösung). Im
Weg 3a wird im Gegensatz zu Weg 3b nichtoxidierte magnetithaltige Alginatlösung
eingesetzt. Der direkte Vergleich zwischen den freigesetzten Eisengehalten aus den nach
beiden Wegen stabilisierten Beads liefert einen Hinweis darauf, welchen Beitrag die
Oxidation zur Beadstabilisierung liefert. Die freigesetzten Eisengehalte von 69 % (Weg 3a)
bzw. 15 % (Weg 3b) demonstrieren deutlich den großen zusätzlichen Stabilitätsgewinn,
bedingt durch die kovalente Stabilisierung des Gelnetzwerkes durch Bildung der Schiff‘schen
Base (Weg 3b). Die nach Weg 3a erhaltenen Beads sind im Vergleich zu nicht stabilisierten
Beads durch die ionischen Wechselwirkungen zwischen PEI und Alginat deutlich stabiler.
Unter den gegebenen Versuchsbedingungen erwies sich eine Schutzhülle aus PEI (Weg 1) als
der geeignetste Weg, die Beads gegen den Angriff von Titriplex III zu schützen.
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4.3 Anwendung magnetithaltiger Alginatbeads: Separation von Kongorot
Eine Schutzhülle aus PEI stabilisiert die magnetischen Alginatbeads nicht nur gegen den
Angriff von Titriplex III, sondern befähigt sie auch zur unspezifischen Anbindung von
Verbindungen mit überwiegend negativ geladenen Gruppen. Um die prinzipielle Eignung
dieser Beads für derartige Separationszwecke zu überprüfen, wurde die photometrisch
detektierbare Abtrennung des Farbstoffes Kongorot (siehe Abbildung 18) aus Lösungen
überprüft. Kongorot [3,3‘-(4,4‘-Biphenyldiylbisazo)bis(4-amino-1-naphthalinsulfonsäure)-
Dinatrium-salz] gehört zur Gruppe der Azofarbstoffe und wird u.a. als Indikator mit einem
pH-Umschlagsbereich von 3-5,2 verwendet [53].
Abb. 18: Strukturformel von Kongorot [3,3‘-(4,4‘-Biphenyldiylbisazo)bis(4-amino-1-naphthalin-
sulfonsäure)-Dinatriumsalz].
Bedingt durch die negativ geladenen Sulfongruppen sollte das Kongorotmolekül prinzipiell in
der Lage sein, über rein ionische Wechselwirkungen an die protonierten Aminogruppen der
PEI-Schutzhülle des Beads anzubinden und so eine Separation zu ermöglichen. Hierzu wird
jeweils photometrisch die Extinktion einer Kongorotlösung vor und nach Kontakt mit einer
magnetithaltigen Alginatbeadsuspension ermittelt. Eingesetzt werden Suspensionen sowohl
„ungeschützter“ (B) als auch durch eine PEI-Hülle geschützter (A) Alginatbeads mit gleichem
Eisengehalt. Es wird eine Doppelbestimmung (Ansatz 1 bzw. 2), jeweils ausgehend von
einem neuen Beadansatz, durchgeführt. Ansatz 1 unterscheidet sich von Ansatz 2 im
eingesetzten Volumenverhältnis Beadsuspension zu Kongorotlösung. Zur Kontrolle werden
innerhalb eines Ansatzes zusätzlich weitere Doppelbestimmungen (z.B. A1 und A2)
durchgeführt. Nachfolgende Tabelle 8 gibt einen Überblick über die Versuchsparameter bzw.
die gemessenen Extinktionen.
-
N
SO3
NH2
N
-
N
SO3
NH2
N
Na Na+
+
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Tabelle 8: Ergebnisse der photometrischen Bestimmung von Kongorot
Ansatz 1
1)
 Proben: 3 ml BS + 500 µl KR; Blank: 3 ml BS
2)
 Kontaktzeit für die Proben A1, A2, B1, B2: 125 min
3 ml dest. H2O +
500 µl KR
A 1 A 2 A (Blank) B 1 B 2 B(Blank) Blindlösung
Extinktion 4) 0,17 0,19 n.m. 0,54 0,55 n.m. 0,53
Ansatz 2
1)
 Proben: 3 ml BS + 1 ml KR; Blank: 3 ml BS 3 ml dest.H2O
+ 1 ml KR
A 1 A 2 A 3 A
(Blank)
B 1 B 2 B
(Blank)
Blindlösung
Kontaktzeit
[min] 2)
125 125 28,75 5) _ 125 24,5 5) _ _
 pH-Wert 3) 7,3 7,2-7,3 6,9-7,0 7,3-7,4 7,4 7,3-7,4 7,5 6,5-6,9
Extinktion 4) 0,38 0,40 0,05 n.m. 0,82 0,81 n.m. 0,80
1)
 BS=Beadsuspension (Proben mit der Bezeichnung A enthalten Beads mit einer „PEI-
Schutzhülle“; Proben mit der Bezeichnung B enthalten „ungeschützte“ Alginatbeads). Die
Beadsuspensionen des Ansatzes 1 besitzt einen Eisengehalt von 119,7 10-9 g/µl, die des
Ansatzes 2 einen Eisengehalt von 114,5 10-9 g/µl.
KR=Kongorotlösung mit einer Konzentration von 3,2_10-4 mol/L (Ansatz 1) bzw. 2,9_10-4
mol/L (Ansatz 2).
2)
 Gesamte Kontaktzeit zwischen Beads und Kongorot.
3)
 Gemessen mit einem Handmeßgerät (PHYWE SYSTEME GmbH Göttingen, pH-Wert für
dest. Wasser: 5,5-5,9)
4)
 Extinktion bei 500 nm
5)
 Zeit in Stunden
Der Tabelle 8 entnimmt man, daß die gemessenen Extinktionen für die „Überstände“ nicht
modifizierter magnetithaltiger Beads (Proben B) übereinstimmen mit denen der jeweiligen
Blindlösungen (Extinktion: 0,5 bzw. 0,8). Wie die Probe B 2 des Ansatzes 2 erkennen läßt,
kann auch bei einer längeren Kontaktzeit zwischen Farbstoff und Beads keine Abnahme der
Extinktion beobachtet werden. Die gemessenen Extinktionen der Überstände der durch eine
PEI-Hülle modifizierten Beads (Proben A, Extinktion: 0,2 bzw 0,4) liegen deutlich unter
denen der zugehörigen Blindlösungen. Vergleicht man die Extinktion der Probe A1 und A2
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(Ansatz 2) mit der der Probe A 3 des gleichen Ansatzes, so erkennt man, daß hier eine
Verlängerung der Kontaktzeit zwischen modifizierten Beads und Farbstoff ein deutliches
Absinken der Extinktion zur Folge hat. Die gemessenen Extinktionen lassen den Schluß zu,
daß
a) Kongorot an die PEI-Schutzhülle der magnetithaltigen Calciumalginatbeads bindet und so
aus seinen Lösungen abgetrennt werden kann, wobei die Stoffmenge an adsorbiertem
Kongorot u.a. mit steigender Kontaktzeit zunimmt.
b) es zu keiner (photometrisch meßbaren) Abtrennung des Farbstoffes durch nicht
modifizierte magnetithaltige Alginatbeads kommt.
Nach Abtrennung des photometrisch vermessenen Überstandes der Kongorotlösung werden
die erhaltenen Beadrückstände solange mit dest. Wasser gewaschen, bis das Waschwasser
farblos ist. Aufnahmen der so gereinigten Beads sind im Anhang (Bild 25 und Bild 26) zu
sehen. Beide Aufnahmen sind bei 400-facher Vergrößerung unter den gleichen
Aufnahmebedingungen (Lichtintensität, Filter) gemacht worden. Das Bild 26 zeigt
magnetithaltige Alginatbeads, die eine PEI-Schutzhülle besitzen und einige Tage einer
Kongorotlösung der Konzentration 0,07 mmol/L ausgesetzt waren. Sie weisen eine rot-braune
Farbe auf. Im Vergleich dazu zeigen die auf Bild 25 sichtbaren Beads eine weniger intensive
rot-braune Farbe. Diese Beads konnten bei mehrtägigem Kontakt mit einer Kongorotlösung
der Konzentration 0,07 mmol/L aufgrund der fehlenden PEI-Hülle kein Kongorot
adsorbieren. Vergleicht man beide Aufnahmen, so wird außerdem deutlich, daß eine PEI-
Schutzhülle auch eine verstärkte Beadaggregation bewirkt (siehe 2.1.1.3).
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4.4 Untersuchungen über das Aufheizverhalten von Ferrofluiden und ihren Einfluß auf
Zellen
4.4.1 Aufheizverhalten im HF-Feld
Untersucht werden die im Anhang (6.4) aufgelisteten Ferrofluide. Dort finden sich auch die
Ergebnisse der Eisengehalt- (siehe 3.2) und Partikelgrößenbestimmungen (siehe 3.1). Zu
beachten ist, daß mittels PKS der hydrodynamische Durchmesser, d.h die bei dynamischen
Prozessen (z.B. Brown’sche Molekularbewegung) eine Rolle spielende Partikelgröße
bestimmt wird. Die so bestimmten Größen sind in der Regel größer als die aus
elektronenmikroskopischen Aufnahmen ermittelten [57].
Zur Bestimmung des zeitabhängigen Aufheizverhaltens der Kolloide im hochfrequenten
Magnetfeld (siehe 3.10) werden Temperaturmessungen im Spulenring eines Induktionsofens
durchgeführt. Der durch die Spule fließende Strom und die anliegende Spannung beträgt 60 A
und 120 V. Damit ergibt sich für das erzeugte Magnetfeld H in der Mitte einer solchen Spule
aus nachfolgender Formel [54]
mit R = mittlerer Spulenradius = 1,85 cm
N = Zahl der Spulenwindungen = 5
a = Abstand zwischen zwei Spulenwindungen = 1 cm
i = Stromstärke des durch die Spule fließenden Stroms = 60 A
ein Wert von 12 kA/m.
Abbildung 19 zeigt die erhaltenen zeitabhängigen Aufheizkurven. Die aufgeheizten Fluide
unterscheiden sich in ihrem Eisengehalt, der Partikelgröße sowie dem stabilisierenden
Polymer. Die Kurven zeigen zunächst einen linearen Anstieg und flachen mit zunehmender
Zeit ab. Das Abflachen ist durch den bei höherer Temperatur verstärkten Wärmeaustausch mit
der Umgebung zu erklären.
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Abb. 19: Temperatur-Zeit-Diagramme verschiedener Ferrofluide. Die Messungen sind bei einer
konstanten Feldstärke von 12 kA/m durchgeführt worden.
Um einen einfacheren Vergleich des Aufheizverhaltens der Fluide untereinander zu
ermöglichen, wird über nachfolgende Formel [57] die spezifische Absorptionsrate (SAR)
berechnet:
mit
dT/dt = Steigung aus dem linearen Bereich des Temperatur/Zeit-Diagramms
C(System) = Wärmekapazität des gemessenen Systems
Diese berechnet sich nach:
C(System) = c(Medium)Þm(Medium) + c(Magnetit)Þm(Magnetit) + c(Gefäß)Þm(Gefäß)
Da c(Magnetit)Þm(Magnetit) vernachlässigbar klein und c(Gefäß)Þm(Gefäß) für alle
vermessenen Fluide gleich ist, wird vereinfachend angenommen
C(System) ~ c(Medium)Þm(Medium)
mit c(Medium) ~ c(Wasser) = 4,185 J/(g K)
[ ] )(
)(/
Magnetitm
SystemC
dt
dTgWSAR ⋅=
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Die in der nachfolgenden Tabelle 9 zusammengestellten SAR-Werte sind über diese Formel
und den Anfangssteigungen der Aufheizkurven aus Abbildung 19 bestimmt worden. Die
Proben sind nach fallenden Partikelradien geordnet, wobei neben dem über PKS ermittelten
Wert zum besseren Vergleich mit Literaturdaten Werte angegeben sind, die für den
magnetischen Kern abgeschätzt werden können (vgl. [57]).
Tabelle 9: Kenndaten und SAR-Werte für verschiedene Ferrofluide. Die berechneten SAR-Werte
beziehen sich auf eine Feldstärke von 12kA/m.
Ferrofluid Partikelradius [nm] 1) m(Fe3O4) [mg] 2) dT/dt [K/min] SAR [W/g]
MKK 12G 102,7 (21) 23,4 19,8 118
MP 23 91,6 (18) 53,0 42,0 111
MKK 20/1 83,4 (17) 96,8 64,0 92
MP 24 73,0 (15) 56,2 25,4 63
MKK 100/1 70,3 (14) 58,6 10,7 25
MAG NH 32,0 (6) 129,4 37,5 40
1)
 Bestimmt über PKS (siehe 3.1) und umgerechnet auf den magnetischen Kern [57].
2) Bezogen auf 2g des jeweiligen Ferrofluids
Abbildung 20: Zusammenhang zwischen berechneten SAR-Werten und dem Partikelradius
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Die ermittelten SAR-Werte sind mit einem Fehler von ca. 10 % behaftet [54]. Die in
Abbildung 20 dargestellte Auftragung der Partikelradien gegen die SAR-Werte, verdeutlicht
ihre Zunahme mit steigendem Partikelradius. Nur im Falle des Ferrofluids MKK 100/1 gibt es
eine Abweichung über deren Ursache noch keine Angaben gemacht werden können. Da die in
Tabelle 9 aufgeführten Ferrofluide sich nicht nur in der Partikelgröße, sondern auch im
stabilisierenden Polymer unterscheiden, ist ein gewisser Einfluß des Stabilisators nicht
auszuschließen. Hier fehlen bisher systematische Untersuchungen.
Eine Zunahme der SAR mit steigender Größe der Magnetitpartikel, bis zu Größen von 40 nm,
konnte auch von Shinkai et al. [96] festgestellt werden.
4.4.2 Einfluß von Ferrofluiden auf Lymphocyten und HeLa-Zellen
Als ein weiterer wichtiger Schritt im Hinblick auf einen Einsatz bei
Hyperthermieexperimenten soll der cytotoxische Einfluß von vier verschiedenen Ferrofluiden
abgeschätzt werden. Hierzu wird eine Lymphocytensuspension mit dem jeweiligen Ferrofluid
versetzt und nach definierter Inkubationszeit mit der DNA-Farbstoff-Kombination Ethidium-
Bromid/Acridin-Orange [94] angefärbt. AO alleine färbt sowohl lebende wie tote Zellen grün.
EB färbt innerhalb von wenigen Sekunden tote Zellen rot-orange, zeigt aber im Gegensatz zu
AO für einige Stunden keine Färbung lebender Zellen. Bei einer Kombination beider
Farbstoffe wird die Färbung der toten Zellen durch EB, die der lebenden durch AO
hervorgerufen.
Die Abbildung 21 zeigt die fluoreszensmikroskopischen Aufnahmen der jeweiligen
Toxizitätsteste. Eingesetzt werden die beiden Lymphocytensuspensionen A und B. Das
Volumenverhältnis Lymphocytensuspension (A und B) zu Ferrofluid ist in allen Fällen 2:1.
Von jeder Probe werden zur sicheren Beurteilung zwei Bilder a und b aufgenommen. Die
Lymphocyten der Blindproben (Blind) hatten keinen Kontakt mit Ferrofluid.
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Abb. 21: Toxische Wirkung verschiedener Fluide auf Lymphocyten; Erläuterungen: siehe Text
B: Blind a B: Blind b
MKK 100/1 a MKK 100/1 b MKK 20/1 a MKK 20/1 b
 Blind aA: A: Blind b
MKW 8/1 aMKK 100/1 a MP 5/2 a
MP 5/2 bMKW 8/1 bMKK 100/1 b
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Man erkennt, daß im Vergleich zur Blindprobe, der Zusatz der Fluide MP 5/2 und MKW 8/1
zur Lymphocytensuspension kein nennenswertes Absterben der Lymphocyten bei einer
Inkubationszeit von 1 Stunde hervorruft. Die Fluide MKK 20/1 und MKK 100/1 scheinen im
Vergleich dazu cytotoxischer zu sein. Bei dieser ersten groben Abschätzung läßt sich kein
Zusammenhang zwischen Stärke der cytotoxischen Wirkung und dem Eisengehalt des Fluids
erkennen, denn die beiden als „weniger“ toxisch eingestuften Fluide MKW 8/1 und MP 5/2
differieren in ihrem Eisengehalt stark (5,29 % bzw. 3,64 %). Diese Beobachtung legt den
Schluß nahe, daß die chemische Natur des Stabilisators einen entscheidenden Einfluß auf die
cytotoxische Wirkung eines Fluids hat. Die von Jordan et al. [60] durchgeführten
Cytotoxizitätsstudien („Neutral red cytotoxicity test“) an verschiedenen Tumorzellen
bestätigen diese Vermutung. Sie ergaben, daß verschiedene Ferrofluide mit identischem
Eisengehalt, aber unterschiedlichem Stabilisator eine unterschiedliche cytotoxische Wirkung
(besonders bei höheren Eisenkonzentrationen) aufweisen.
Im Hinblick auf einen späteren Einsatz in der Hyperthermie ist es zur Abschätzung der
erreichbaren SAR/Zelle wichtig, eine Vorstellung über die Größenordnung der Adsorption
und/oder der intrazellulären Aufnahme an Ferrofluid zu erhalten. Hierzu werden HeLa-Zellen
48 bzw. 66 Stunden mit einer Lösung aus MAG 12 in RPMI 1640-Medium (Konzentration:
1,0 mg Fe/ml) unter natürlichen Wachstumsbedingungen in Kontakt gebracht. Nach
Entfernung des Fluidüberschusses wird die gesamte Zellzahl bestimmt und mittels AAS der
Gesamteisengehalt ermittelt. Der Eisengehalt pro Zelle kann aus den so erhaltenen Werten
berechnet werden. Anzumerken ist, daß bei der Entfernung des Fluidüberschusses nach
Ablauf der Kontaktzeit (Absaugen des Ferrofluid-haltigen Mediums und anschließendes
wiederholtes Waschen mit Ferrofluid-freiem Medium) deutliche Magnetitablagerungen auf
der Zellschicht beobachtet werden. Diese lassen sich nicht durch weitere Waschschritte
entfernen.
Bei den durchgeführten Versuchen werden, jeweils ausgehend von einer neuen Ferrofluid-
haltigen Lösung, Mehrfachbestimmungen durchgeführt. Die Tabelle 10 faßt die
Versuchsergebnisse zusammen. Die gefundenen Eisengehalte betragen 45 pg/Zelle bei 48
stündiger Kontaktzeit und 57 pg/Zelle bei 66 stündiger Kontaktzeit. Eine Verlängerung der
Inkubationsdauer von 18 Stunden bewirkt somit eine durchschnittliche Zunahme des
Eisengehaltes um 12 pg/Zelle. Der Vergleich mit entsprechenden von Jordan et al. [60] 1)
bestimmten intrazellulären Eisengehalten zeigt, daß die ermittelten Eisengehalte (Tabelle 10)
hauptsächlich den auf der Zelle adsorbierten und nicht den zu erwartenden viel geringeren
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intrazellulären Eisengehalt widerspiegeln. Dies läßt sich eindeutig darauf zurückführen, daß
es bei der Entfernung des Fluidüberschusses nicht möglich war, die der Zellschicht
anhaftenden Magnetitpartikel zu entfernen. Die Zunahme des Eisengehaltes pro Zelle mit
steigender Kontaktzeit ist damit im Wesentlichen mit einer verstärkten Ablagerung von
Ferrofluidpartikeln auf der Zelloberfläche zu erklären. Die in diesem Zusammenhang
bedeutsamen Aufheizexperimente stehen noch aus.
Tabelle 10: Versuche zur Adsorption und/oder intrazellulären Aufnahme des Ferrofluids MAG 12
(4,03 % Fe) durch HeLa-Zellen. Die Zellen werden mit einer Lösung aus MAG 12 in Nährmedium in
Kontakt gebracht (siehe 2.2.3). Diese Lösung hat eine Konzentration von 1,0 mg Fe/ml. Die Zeit
zwischen letzter Passage (siehe 2.2.1.3) der Zellen und Zusatz der MAG 12-haltigen Lösung beträgt 8
Tage bei den Versuchen mit 48 Stunden Kontaktzeit und 7 Tage bei Versuchen mit 66 Stunden
Kontaktzeit.
Kontaktzeit
[h]
Gesamtzahl der
Zellen [• 10-6]
Eisengehalt pro Zelle
[pg/Zelle] 2)
48 48,6 45(3)
48 24,8 45(3)
45 (gem) 3)
66 17,3 59(3)
66 16,5 58(3)
66 19,1 53(3)
57 (gem) 3)
2)
 Alleine durch die Messfehler bei der AAS-Messung von ± 0,1 ppm ergibt sich (ohne
Berücksichtigung weiterer Fehlerquellen) ein Fehler von ± 2-3 pg Fe/Zelle.
3)
 Gemittelt über Experimente mit gleicher Kontaktzeit.
1)
 Die Autoren stellen darüber hinaus fest, daß bei einer bis zu 100 stündigen Inkubation von
menschlichen Zellinien in einem ferrithaltigen Medium (0,2-1,0 mg Ferrit/ml) ein linearer Anstieg der
Ferrofluidaufnahme mit der Inkubationszeit bis hin zu Werten von 0,6-1,1 pg/Zelle zu beobachten ist,
wobei die Aufnahmerate nahezu unabhängig von der jeweiligen extrazellulären Ferritkonzentration ist.
Die Autoren gehen u.a. aufgrund elektronenmikroskopischer Aufnahmen davon aus, daß die
gefundenen Werte die intrazellulare Eisenaufnahme (Internalisierung über „coated-pit“ gesteuerte
Endocytose und Phagocytose) widerspiegeln.
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4.4.3 Aufheizexperimente von mit Ferrofluiden inkubierten Lymphocten und HeLa-
Zellen
Lymphocyten und HeLa-Zellen werden mit dem Ferrofluid MKK 20/1 behandelt und
anschließend einem elektromagnetischen Wechselfeld (800 kHz, 12 kA/m) ausgesetzt. MKK
20/1 wird durch ein Polymer mit DEAE-Gruppen stabilisiert. Wie von Bergemann et al. [95]
gezeigt werden konnte, sind Ferrofluide, die durch Polymere mit positiv geladenen DEAE-
Gruppen stabilisiert werden, über ionische Wechselwirkungen in der Lage, an negativ
geladene Zellmembranen zu binden. Ein ähnlicher Effekt ist bei der Einwirkung des
Ferrofluids MKK 20/1 (Bild 27, Anhang 6.1) auf Lymphocyten zu beobachten. Diese zeigen
durch das anhaftende Ferrofluid eine bräunliche Zelloberfäche. Sie sind teilweise aggregiert
und durch darüberliegende Magnetitpartikel schwer zu erkennnen.
Damit die Temperatur der Ferrofluid-Zellsuspension im magnetischen Wechselfeld
zumindestens für einige Minuten nicht über 41°C ansteigt, wird das Fluid MKK 20/1 mit der
Lymphocytensuspension verdünnt. Vorversuche haben ergeben, daß ein Volumenverhältnis
MKK 20/1:Zellsuspension von ca. 1:40 günstig ist. Die mit MKK 20/1 inkubierten
Lymphocyten werden 21 Minuten im HF-Feld aufgeheizt. Die inkubierten HeLa-Zellen
werden 26 Minuten dem HF-Feld ausgesetzt. Die Aufheizphase muß hier, um einen Anstieg
der Temperatur über 41°C zu vermeiden, durch ein 10 minütiges Abschalten des
Magnetfeldes unterbrochen werden.
Zu beachten ist, daß das Fluid-Zellgemisch (Lymphoycten sowie HeLa-Zellen) während der
Zeit im Induktionsofen sedimentiert, wodurch die Genauigkeit der Temperaturmessung
beeinträchtigt wird. 2-3 Stunden nach beendeter Aufheizung werden die Proben mit 500 µl
EB/AO-Gebrauchslösung (siehe 2.2.2) versetzt. Nach 10 minütiger (Lymphocyten) bzw. 20
minütiger (HeLa-Zellen) Einwirkzeit der Farbstofflösung erfolgt die fluoreszens-
mikroskopische Auswertung der Ansätze.
Abbildung 22 zeigt die nach Anfärbung mit der Fluoreszensfarbstoffkombination EB/AO
erhaltene Verteilung toter und lebender Zellen. Die immer bei Raumtemperatur belassenen
Blindproben sind mit Ausnahme der Aufheizung im magnetischen Wechselfeld analog
behandelt worden. Wie aus Abbildung 22 entnommen werden kann, läßt sich weder bei den
Lymphocyten noch bei den HeLa-Zellen ein deutlicher Unterschied zwischen Blindprobe und
aufgeheizter Probe bezüglich des Anteils lebender und toter Zellen feststellen. Es ist offenbar
nicht gelungen, einen signifikanten Anteil an Zellen durch Beladen der Zelloberfläche mit
Ferrofluid und Aufheizen im magnetischen Wechselfeld abzutöten. Hierfür können zahlreiche
Faktoren verantwortlich sein, die bei weiterführenden Versuchen geklärt werden sollten.
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Abb. 22: Inkubation von Lymphocyten- und HeLa-Zellsuspensionen mit dem Ferrofluid MKK 20/1
(siehe Tabelle 11) und anschließende Aufheizung im magnetischen Wechselfeld (MFH). Die
nachfolgende Anfärbung mit der Fluoreszensfarbstoffkombination-AO/EB erlaubt die Differenzierung
zwischen lebenden (grün) und toten (rot) Zellen. Gezeigt sind jeweils Doppelbestimmungen (a und b).
Die zugehörigen Blindproben (Blind) sind auch mit MKK 20/1 inkubiert worden, waren allerdings
nicht dem magnetischen Wechselfeld ausgesetzt.
Lymphocyten: MKK 20/1, MFH, b
Lymphocyten: MKK 20/1, Blind, a
Lymphocyten: MKK 20/1, MFH, a
Lymphocyten: MKK 20/1, Blind, b
HeLa: MKK 20/1, MFH b
HeLa: MKK 20/1, Blind a HeLa: MKK 20/1, Blind b
HeLa: MKK 20/1, MFH a
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Zum einen kann mikroskopisch nach einiger Zeit eine Aggregation der Fluidpartikel bei
Kontakt mit dem Nährmedium beobachtet werden. Diese könnte mit einer Destabilisierung
der Polymerhülle um die Fluidpartikel durch die Ionenstärke des Nährmediums erklärt
werden. Aus der Literatur [60] ist von Dextran stabilisierten Ferrofluiden bekannt, daß die
Aggregation der Fluidpartikel eine gegenüber dem ursprünglichen Wert stark verminderte
SAR mit sich bringt. Es sollte daher bei weiterführenden Versuchen darauf geachtet werden,
daß an die Zelloberfäche adsorbierende Fluide auch mit dem jeweiligen Nährmedium
verträglich sind.
Zum anderen muß durch Vorversuche unter Berücksichtigung der Adsorptionsbedingungen
das geeignete Konzentrationsverhältnis von Zellen zu Fluid erarbeitet werden. Die
Fluidkonzentration muß einerseits groß genug sein, um ein Beladen der Zelloberfäche mit
Magnetitpartikeln zu gewährleisten, darf aber andererseits aufgrund der cytotoxischen
Wirkung auch nicht zu groß gewählt werden.
Weiterhin muß die Frage geklärt werden, wie stabil die ionische Bindung zwischen
Zelloberfäche und Fluidpartikel beim Aufheizen in einem magnetischen Wechselfeld ist.
Erstrebenswert ist vor allem ein verbessertes quantitatives Testverfahren zur Differenzierung
zwischen toten und lebenden Zellen, welches auch die Erkennung kleiner Effekte ermöglicht.
Jordan et al. [60] konnten bei den von ihnen durchgeführten Hyperthermiestudien an
Tumorzellen ebenfalls keine schädigende Wirkung des HF-Feldes feststellen. Den
Berechnungen zur Folge sollte aber die von den Tumorzellen internalisierte Fluidmenge für
eine Zellschädigung durch das HF ausreichend sein. Sie konnten jedoch keine Unterschiede in
der cytotoxischen Wirkung zwischen „Wasserbad-Hyperthermie“ und Hyperthermie durch
das magnetische Wechselfeld (MFH), bei jeweils gleichen makroskopischen Temperaturen,
feststellen.
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5 Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit befaßt sich mit der Entwicklung eines neuartigen Dispersionssystems
zur Herstellung magnetitfreier und magnetithaltiger Alginatbeads sowie mit deren
Charakterisierung. Die Herstellung der Beads gelingt mit Silikonöl als Dispersionsmedium
und einer Kombination der drei Emulgatoren Synperonic PE/L 62, Hostaphat KL 340 und
Isofol 16.
Atomabsorptionsspektroskopie ermöglicht die Bestimmung des Eisen- und Calciumgehaltes
der magnetithaltigen Alginatbeads. Gefunden wird ein Eisengehalt von 25-35 % (w/w) und
ein Calciumgehalt von 2-3 % (w/w).
Die Auswertung videomikroskopischer Standbilder ermöglicht die Bestimmung der mittleren
Beadgröße und der Größenverteilung in Abhängigkeit von der Rührgeschwindigkeit bei der
Herstellung. Bei Geschwindigkeiten von 1400 U/min, 1000 U/min und 450 U/min werden
mittlere Beaddurchmesser von 3µm, 4µm und 6µm bestimmt. Mit abnehmender Rühr-
geschwindigkeit wird eine Zunahme der Polydispersität beobachtet.
Lichtmikroskopische Aufnahmen wäßriger Beadsuspensionen sowie elektronen-
mikroskopische und rasterkraftmikroskopische Aufnahmen ermöglichen eine Beschreibung
von Beadmorphologie und Oberflächenstruktur.
Die magnetische Messung magnetithaltiger Alginatbeads zeigt bei 293 K kein
Hystereseverhalten (Superparamagnetismus). Bei 4,5 K wird durch die eingeschränkte
Fluktuation der magnetischen Momente eine Remanenz von ± 7 (Am2)/kg gemessen.
Zur Charakterisierung der Beadstabilität gegen Titriplex III als chelatisierendes Medium wird
die Freisetzung inkorporierten Magnetits in Abhängigkeit von der Titriplex III-Konzentration
bestimmt. Zur Stabilisierung der Beads gegen den Angriff von Titriplex III werden drei
Methoden miteinander verglichen, wobei unter den gewählten Versuchsbedingungen eine
Hülle aus PEI den besten Schutz bietet. Diese Hülle befähigt die magnetithaltigen
Alginatbeads zur Abtrennung (magnetische Separation) des Azofarbstoffes Kongorot aus
seinen Lösungen.
Der zweite Teil der Arbeit beschreibt Untersuchungen über das Aufheizverhalten von
Ferrofluiden und deren Einfluß auf Lymphocyten und HeLa-Zellen.
Die Ferrofluide werden durch die Bestimmung des Eisengehaltes, der Partikelgröße und des
Aufheizverhaltens im HF-Feld (800 kHz, 12kA/m) charakterisiert. Die spezifischen
Absorptionsraten (SAR) der Ferrofluide werden ermittelt, wobei ein Zusammenhang
zwischen Partikelgröße und Höhe der SAR nachgewiesen werden kann.
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An Lymphocyten durchgeführte Cytotoxizitätsstudien erlauben eine erste Differenzierung
zwischen den getesteten Ferrofluiden hinsichtlich ihrer zellschädigenden Wirkung.
Durch Inkubation von HeLa-Zellen mit einer Ferrofluid-haltigen Lösung gelingt es, den im
Hinblick auf Hyperthermieexperimente wichtigen adsorbierten Eisengehalt pro Zelle in
Abhängigkeit von der Inkubationsdauer zu bestimmen.
Lymphocyten und HeLa-Zellen, deren Zelloberflächen mit einem DEAE-Gruppen tragenden
Ferrofluid beladen sind, werden im magnetischen Wechselfeld (800 kHz, 12 kA/m)
aufgeheizt. Der Vergleich mit nicht dem Magnetfeld ausgesetzten Proben läßt keinen
Unterschied im Verhältnis lebender zu toter Zellen erkennen.
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6 Anhang
6.1 Lichtmikroskopische Aufnahmen
Mit dem Bilduntertitel „Versuchsbedingungen (VB) nach Standard“ werden folgende
Versuchsparameter (siehe Vorschrift 1, 2.1.1.2) beschrieben: Rührgeschwindigkeit 450
U/min; Einsatz einer 1,5 % igen Alginatlösung sowie der CaCl2-Lösung I; Raumtemperatur.
Davon abweichende Versuchsparameter sind angegeben. Die Konzentrationsangabe bei
einem Emulgatorgemisch bezieht sich auf die Gesamtemulgatorkonzentration. Die Bilder 1
bis 26 zeigen die jeweiligen wäßrigen Beadsuspensionen.
Bild 1 Bild 2
DM: Pflanzenöl DM: Pflanzenöl
EG: 3% (v/v) Pluronic® PE 6100 EG: 3% (v/v) Hostaphat® KL 340
VB: Standard; Vergr.: 400 fach VB: Standard; Vergr.: 400 fach
Bild 3 Bild 4
DM: Pflanzenöl DM: Pflanzenöl
EG: 6% (v/v) Hostaphat® KL 340 EG: 12% (v/v) Synperonic® PE/L 62
VB: CaCl2-Lösung II; Vergr.: 400 fach VB: Standard; Vergr.: 400 fach
78
Bild 5 Bild 6
DM: Pflanzenöl DM: Pflanzenöl; EG: 6% (v/v)
EG: 6% (v/v) Hostaphat® KL 340 Hostaphat® KL 340; VB: u.a. CHCl3
VB: 3 % ige Alginatlösung; Vergr.: 200 fach als Waschflüssigkeit; Vergr.: 200 fach
Bild 7 Bild 8
DM: Pflanzenöl; EG: Synperonic® DM: Pflanzenöl; EG: Synperonic® PE/L
PE/L 62/Hostaphat® KL 340, (4/1), 62/Hostaphat® KL 340, (2/1), 17% (v/v)
14% (v/v); VB: Standard; Vergr.: 200 fach VB: CaCl2-Lösung II, Vergr.: 400 fach
Bild 9 Bild 10
DM: Pflanzenöl; EG: Synperonic® DM: Pflanzenöl; EG: Synperonic®
PE/L 62/Hostaphat® KL 340, (2/1), PE/L 62/Hostaphat® KL 340, (2/1),
17 % (v/v); VB: „Fällung“ mit 3M HCl, 17 % (v/v); VB: „umgekehrte
Vergr.:400 fach Reihenfolge“; Vergr.:400 fach
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Bild 11 Bild 12
DM: Pflanzenöl; EG: Synperonic® DM: Silikonöl AK 350; EG: Synperonic®
PE/L 62/Hostaphat® KL 340, (2/1), PE/L 62/Hostaphat® KL 340/Isofol®16,
17 % (v/v); VB: 90°C; Vergr.:200 fach (2/1/1), 21% (v/v); VB: Standard,
Vergr.:400 fach
Bild 13 Bild 14
DM: Silikonöl AK 350; EG: Synperonic® DM: Silikonöl AK 350;
PE/L 62/Hostaphat® KL 340/Isofol®16, EG: Synperonic® PE/L 62/Hostaphat®
(2/1/1), 21% (v/v); VB: Standard, KL 340/Isofol®16, (2/1/1), 21% (v/v);
Vergr.:1000 fach VB: 0 °C; Vergr.:400 fach
80
Bild 15 Bild 16
DM: Silikonöl AK 350 DM: Silikonöl AK 350; EG: Synperonic®
EG: Synperonic® PE/L 62/Hostaphat® PE/L 62/Hostaphat® KL 340/Isofol®16,
KL 340/Isofol®16, (2/1/1), 21% (v/v); (2/1/1), 21% (v/v); VB: 3 % ige
VB: 70-80 °C; Vergr.:400 fach Alginatlösung; Vergr.:400 fach
Bild 17 Bild 18
DM: Silikonöl AK 350; EG: Synperonic® DM: Silikonöl AK 350; EG: Synperonic®
PE/L 62/Hostaphat® KL 340/Isofol®16 PE/L 62/Hostaphat® KL 340/Isofol®16,
(2/1/1), 21% (v/v); VB: 17 % (v/v) (2/1/1), 21% (v/v); VB: 17 % (v/v)
MAG NH; Vergr.:400 fach MP 5/2; Vergr.:200 fach
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Bild 19 Bild 20
DM: Silikonöl AK 350; EG: Synperonic® DM: Silikonöl AK 350/Hexan, (1/1);
PE/L 62/Hostaphat® KL 340/Isofol®16, EG: Synperonic® PE/L 62/Hostaphat®
(2/1/1), 21% (v/v); VB: 17 % (v/v) KL 340/Isofol®16, (2/1/1), 21% (v/v);
MAG NH, 0 °C; Vergr.:200 fach VB: Standard; Vergr.:400 fach
Bild 21 Bild 22
DM: Silikonöl AK 350/Paraffinöl, (1/1); DM: Toluol;
EG: Synperonic® PE/L 62/Hostaphat® EG: Synperonic® PE/L 62/Hostaphat®
KL 340/Isofol®16, (2/1/1), 21% (v/v); KL 340/Isofol®16, (2/1/1), 21% (v/v);
VB: Standard; Vergr.:400 fach VB: Standard; Vergr.:400 fach
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Bild 23 Bild 24
Eintropfmethode Eintropfmethode
VB: Ruhende CaCl2-Lösung I VB: Bewegte CaCl2-Lösung I
Vergr.: 200 fach Vergr.: 200 fach
Bild 25 Bild 26
Die Beads der Bilder 25/26 sind analog wie die des Bildes 17, mit 9 % (v/v) MAG NH
hergestellt worden. Die Beads des Bild 26 sind zusätzlich noch durch eine PEI-Schutzhülle
modifiziert worden. Die Beads beider Bilder 25 und 26 waren mehrere Tage in Kontakt mit
einer 0,07 mM Kongorotlösung. Nach Abtrennen der Kongorotlösung wurden die Beads von
anhaftenden Farbstoffresten durch Waschen mit dest. Wasser befreit. Bild 25/26 sind unter
identischen Bedingungen (Filter, Lichtintensität, Vergrößerung) aufgenommen worden.
Bild 27
Lymphocyten, an deren Zelloberfläche MKK 20/1 adsorbiert ist; Vergr.: 500 fach
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6.2 Emulgatoren
Handelsname Hersteller/Lieferant Chem. Bezeichnung Physikal.
Eigenschaften
Antil  171 TH. Goldschmidt AG Polyol-Fettsäureester Gelbe Flüssigkeit
Cosmacol  ECI Ester der
Zitronensäure
(Fettalkohol:
C12-C13)
Farblose Flüssigkeit
Cremophor 
RH 60
BASF Hydriertes,
ethoxyliertes
Rizinusöl mit
60 Mol EO
Weiße, leicht
gelbliche Paste
Estol 
SMO 3685
Unichema
International
Sorbitan-Monooleat Gelbe, klare
Flüssigkeit
Eumulgin  B1 Henkel KGaA Polyoxyethylen-12-
cetyl-stearylalkohol
Farblose Schuppen
Eumulgin  B2 Henkel KGaA Polyoxyethylen-12-
cetyl-stearylalkohol
Farblose Schuppen
Isofol ® 16 CONDEA 2-Hexyl-1-Decanol Klare, farblose, ölige
Flüssigkeit
Miglyol ® 812 Hüls AG Triglyceride der
Capryl-/Caprinsäure
Klare, fast farblose
Flüssigkeit
Pluronic  PE 6100 BASF EO/PO
Blockcopolymer
Klare Flüssigkeit
Prisorine  3700 Unichema
International
Polyglyceryl-3-
diisostearat
Hellgelbe Flüssigkeit
Hostaphat  KL
340 N
Hoechst
Gemisch aus Mono-,
Di-, Tri-(fettalkyl-
tetra-glycolether-o-
phosphor-säureester);
Alkyl überwiegend
C 12/14
Farblose Flüssigkeit
Isolan ® DO TH. Goldschmidt AG Methyl-Glucose-
Dioleat
Hellgelbe Flüssigkeit
Synperonic ®
PE/L 62
C.H. Erbslöh EO/PO
Blockcopolymer
Klare Flüssigkeit
Softigen  767 Hüls AG
Partialglyceridge-
misch von Fettsäuren
C 8 bis C 10,
ethoxyliert
Gelbliche, ölige
Flüssigkeit
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6.3 Dispersionsmedien
Handelsname Hersteller/Lieferant Chem. Bezeichnung Physikal.
Eigenschaften
Dow Corning  344
Fluid
Dow Corning Europe Cyclopolydimethyl-
siloxan
Farblose Flüssigkeit
Viskosität 2,6 cSt
Silikonöl AK 350 Wacker Farblose Flüssigkeit
Viskosität 350 cSt
Paraffinöl Vaseline-Fabrik,
Bonn
Dickflüssiges Paraffin
DAB 9
Farblose Flüssigkeit
Pflanzenöl
6.4 Ferrofluide
Alle aufgeführten Ferrofluide sind von Bergemann [61] hergestellt worden.
Ferrofluid Stabilisator Massenanteil
Fe (%) 1)
Massenanteil
Fe3O4 (%) 2)
Partikelradius
(nm) 3)
MKK 12G Polysaccharid mit
DEAE-Gruppen
0,85 1,17 102,7
MKK 100/1 s.o. 2,12 2,93 70,3
MKK 20/1 s.o. 3,5/3,31 4) 4,84/4,57 4) 83,4/n.b. 4)
MP 23 Polyethylenimin 1,92 2,65 91,6
MP 24 Polysaccharid mit
DEAE-Gruppen
2,03 2,81 73,0
MKW 7/1 Polysaccharid 2,73 3,77 45,3
MKW 8/1 s.o. 3,83 5,29 80,1
MPA 55 Stabilisator mit
Aldehydgruppen
1,34 1,85 101,3
MPA 510 s.o 1,91 2,64 102,4
MPA 5511 s.o. 0,50 0,69 70,0
MP 5/2 Polyacrylsäure 2,64 3,64 125,9
MP 74 Polyacrylsäure/
Maleinsäure
4,13 5,71 80,4
MP 92 Polyacrylsäure 6,85 9,47 77,0
MP 95 Polyacrylsäure 3,23 4,46 64,3
MAG 12 Stärke 4,03 5,57 101,2
MAG NH Stärke 4,68 6,47 32,0
1) Bestimmt über Atomabsorptionsspektroskopie
2) Errechnet aus dem Eisengehalt 3) Bestimmt über PKS
4) Die Angaben beziehen sich auf zwei unterschiedliche Chargen
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6.5 Magnetische Messung
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